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1 INTRODUCAO

A avicultura industrial representa um importante papel na economia brasileira e
mundial. O Brasil ocupa uma posic¢ao de destaque na avicultura mundial, sendo o maior
exportador de carne de frango e o terceiro maior produtor, ficando atras apenas dos
Estados Unidos e da China. Em 2021, o Brasil produziu 14,329 milhdes de toneladas de
carne de frango e exportou 4,610 milhdes de toneladas. Os estados da regido Sul do Brasil
foram responsaveis por aproximadamente 64% da exportacdo brasileira de carne de
frango em 2021, sendo o Rio Grande do Sul (RS) responsavel por 13,65%. O consumo
per capita de carne de frango no Brasil em 2021 foi de 45,56 Kg/habitante/ano (ABPA,
2022).

Os produtos avicolas, como carne de frango e ovos, sdo destaque dentre os
alimentos consumidos no Brasil devido a prego, disponibilidade no mercado consumidor,
seguranca da procedéncia da carne e preocupacao com a salde através da busca por um
produto mais saudavel (SANTOS et al., 2022). Apesar de todo o controle higiénico-
sanitario durante o processo de criacdo das aves e nos matadouros frigorificos, os
produtos avicolas ainda sdo uma das principais fontes de contaminacéo por patdgenos
importantes em salde publica, incluindo Salmonella, um dos agentes mais comuns de
gastroenterites em humanos em todo o mundo (CARDINALE et al., 2003; LAN et al.,
2009; CDC, 2016). Bactérias deste género sdo responsaveis pela salmonelose, uma
zoonose caracterizada por importantes transtornos a saude pablica mundial devido as suas
caracteristicas de endemicidade, alta morbidade e, sobretudo, pela dificuldade no controle
desta doenca, que pode levar os individuos a @bito. Essa infeccdo esta associada ao
consumo de produtos avicolas contaminados com sorotipos paratifoides de Salmonella
(LOURENGCO et al., 2004; GUERIN et al., 2005; FILHO et al., 2014). Além da
importancia em sadde publica, Salmonella também tem importancia econdémica devido
aos prejuizos causados aos plantéis avicolas.

O controle das salmoneloses representa um desafio para a saude publica, devido
ao surgimento de novos sorovares e a reemergéncia de outros em determinadas areas.
Desta forma, os esforgos para o controle de Salmonella sdo muitas vezes dificultados pela
diversidade de sorovares existentes. Além da variacéo entre os sorovares, tambem ocorre
a variagdo entre os isolados de um mesmo sorovar. A vigilancia epidemiol6gica é uma
das principais ferramentas empregadas para garantir o controle do status sanitario dos

planteis avicolas. A caracterizacdo fenotipica e genotipica dos diferentes sorovares de
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Salmonella circulantes é essencial para o estabelecimento de medidas de controle e
prevencdo. A sorotipagem, o perfil de suscetibilidade antimicrobiana e a capacidade
formacdo de biofilme sdo importantes ferramentas para a caracterizacdo fenotipica,
enquanto a eletroforese em gel de campo pulsado, a ribotipificacdo por reacdo em cadeia
da polimerase e a pesquisa de genes de viruléncia podem ser utilizadas para a andlise
molecular.

Nesse contexto, 0 objetivo deste estudo é realizar a caracterizacdo fenotipica e
molecular de cepas de Salmonella spp. pertencentes a diferentes sorovares e isoladas de

lesBes compativeis com as descritas para o género em frangos de corte ao abate.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar a caracterizacdo fenotipica e molecular de cepas de Salmonella spp.
pertencentes a diferentes sorovares e isoladas de lesbes compativeis com as descritas para

0 género em frangos de corte ao abate.

2.2 Objetivos Especificos

e Auvaliar a capacidade de formacao de biofilme in vitro de cepas de Salmonella spp. em
placas de poliestireno a 4°C, 12°C, 25°C e 37°C, comparando-se a producdo de
biofilme entre os isolados.

e Determinar o perfil fenotipico de susceptibilidade antimicrobiana através do método
in vitro por disco-difusdo em é&gar para 14 antimicrobianos e através da concentracdo
inibitéria minima para trés antimicrobianos.

o Detectar genes de viruléncia e de formagéo de biofilme, comparando-se a frequéncia
dos genes entre as cepas.

e Determinar a similaridade genética das cepas de Salmonella spp. através da técnica de
PFGE.

e Determinar se existe relacdo clonal entre as cepas de Salmonella spp. através da

ribotipificacdo por reacdo em cadeia da polimerase e do sequenciamento de DNA.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O género Salmonella

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae, e 0s membros deste
género sdo mesofilos, Gram-negativos, ndo formadores de esporos e com formato de
bastonetes curtos. A maioria das cepas sdo moveis e apresentam flagelos peritriquios,
com excecdo dos sorovares Salmonella Pullorum e Salmonella Gallinarum. S&o bactérias
aerObias ou anaerdbias facultativas, fermentam a glicose produzindo gas sulfidrico e
acido, mas sdo incapazes de metabolizar a lactose e a sacarose (FORSYTHE, 2002; OIE,
2012). A temperatura ideal de crescimento é entre 35°C e 37°C. Porém, € possivel
verificar crescimento em temperaturas entre 7°C e 48°C. S&o bactérias sensiveis a
elevadas temperaturas, sendo inativadas a 60°C por 15 a 20 minutos. O congelamento
leva apenas a uma reducdo do namero de células, ndo sendo capaz de provocar inativacao
completa (TORTORA; FUNKE; CASE, 2003; MENDONCA, 2016). Séo sensiveis a
exposi¢do dos raios solares e a maioria dos desinfetantes como fenois, clorados e iodados.
Membros deste género sdo destruidos por irradiacao, sendo que na presenca de oxigénio
aumenta-se o efeito letal da irradiagio (BOROWSKY et al., 2006). O pH para
crescimento varia entre 4,0 e 9,0, sendo 7,0 o pH ideal. A atividade de &gua minima para
o crescimento € de 0,94 (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

O género Salmonella consiste de apenas duas espécies: Salmonella bongori e
Salmonella enterica. A espécie S. enterica é dividida em seis subespécies: S. enterica
subespécie enterica (1), S. enterica subespécie salamae (lI), S. enterica subespécie
arizonae (111a), S. enterica subespécie diarizonae (I11b), S. enterica subespécie houtenae
(IV) e S. enterica subespécie indica (VI). Essas subespécies podem ser diferenciadas
atraveés de testes bioquimicos e de analise antigénica. Bacterias classificadas como S.
enterica subespécie enterica representam 99,5% dos microrganismos isolados desse
género (GRIMONT; WEIL, 2007; TRABULSI; ALTERTHUM; 2008). Através do
esquema de Kauffman-White, este género também é classificado em sorogrupos e
sorovares, sendo que atualmente j& foram descritos mais de 2.500 sorovares de
Salmonella. Salmonella, assim como outras enterobactérias, possui antigenos de
superficie ou somaticos (O) e antigenos flagelares (H). Alguns grupos possuem também
0 antigeno de superficie capsular (Vi) (BRENNER et al., 2000; TRABULSI;
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ALTERTHUM; 2008). Os antigenos O e H sdo distinguidos pela diferenca na
composi¢do quimica do lipopolissacarideo (LPS) e dos flagelos, respectivamente. Cada
antigeno O e H tem um codigo numérico unico, assim 0s sorotipos sdo determinados
baseando-se na combinacéo distinta destes antigenos (CDC, 2015).

Os principais sorogrupos séo A, B, C1, Cz, D1, E1 e G, sendo 97% dos isolados de
casos clinicos em humanos classificados em um destes grupos. Alguns sorotipos séo
encontrados somente em uma espécie animal ou em uma unica regido, enquanto outros
sdo identificados em varios animais e em diferentes ambientes. Alguns podem causar
enfermidades graves, enquanto outros causam doencas mais leves. Grupos de pessoas,
como idosos e criangas com sistemas imunitarios enfraquecidos tém um maior risco de
infeccdo por Salmonella, resultando em consequéncias para a saude a longo prazo ou em
Obito (FIELDS, 2006).

3.2 Patogenia das salmoneloses

Salmonella spp. pode causar trés doencas nas aves: pulorose, tifo e paratifo Aviario.
A pulorose é uma doenca causada por S. Pullorum, de maior ocorréncia em aves jovens
com menos de trés semanas de idade. Leva ao espessamento da parede intestinal, a
presenca de nddulos amarelados na parede do duodeno e cecos com conteldo caseoso.
As aves que sobrevivem a doenca podem se tornar portadoras, e a bactéria pode persistir
por longos periodos, levando a colonizacgéo do trato reprodutor e resultando na infeccéo
da progénie (ANDREATTI, 2006; ALBINO et al., 2017). A sua transmissao ocorre pela
via horizontal (contato direto com aves portadoras, roedores, aves silvestres) ou pela via
vertical (transovariana e extragenital). Os sinais clinicos em aves jovens sdo
caracterizados pela presenca de diarreia pastosa com coloracdo esbranquicada e alta
mortalidade, enquanto as aves adultas sdo assintomaticas, geralmente apresentando queda
de até 30% da postura (LEBDAH, 2017). O tifo aviario é causado por S. Gallinarum,
sendo mais comum em aves adultas. A transmissdo ocorre principalmente por via
horizontal. O principal sinal clinico é a presenca de diarreia amarelo-esverdeada, e na
necropsia o figado encontra-se com coloracdo marrom-esverdeada (ANDREATTI, 2006;
CHARLTON et al., 2006; SHIVAPRASAD; BARROW, 2008; BERCHIERI JUNIOR;
FREITAS NETO, 2009; ALBINO et al., 2017). A pulorose e o tifo aviario sdo doengas
gue podem acarretar enormes prejuizos a avicultura mundial e ndo se relacionam com a
doenca em humanos (VAN IMMERSEEL et al., 2005; ANDREATTI, 2006). A pulorose
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e tifo avidrio permanecem endémicos em muitos paises, incluindo China, Russia, Brasil,
Gra-Bretanha, Franca, Nigéria, Bangladesh, Argentina e india, causando significativas
perdas econémicas (BOUQUIN et al., 2021).

O paratifo aviario é causado pelos sorovares de Salmonella que nédo sdo adaptados
as aves, mas podem determinar a doenga em humanos, como Salmonella Typhimurium e
Salmonella Enteritidis. A predominancia dos sorovares varia conforme o tipo de aves,
regido e época do ano (BERCHIERI JUNIOR, 2000). Nas aves jovens, 0s sinais mais
observados séo apatia, penas arrepiadas, asas caidas, amontoamento e diarreia, podendo
ocorrer uma enterite cronica severa acompanhada de lesbes necrdticas focais e de
espessamento da parede dos cecos com contetdo caseoso ou liquefeito. As infeccbes por
salmonelas paratificas raramente produzem sinais clinicos ou lesfes nas aves adultas. Os
sorovares causadores do paratifo podem permanecer no trato digestivo das aves até o
abate, onde pode ocorrer contaminagdo do produto final. Estes sorovares sdo 0s
responsaveis por graves doengas gastrointestinais em humanos (ANDREATTI, 2006;
GAST, 2008; BERCHIERI JUNIOR et al., 2009; BERCHIERI JUNIOR; FREITAS
NETO, 2009; ALBINO et al., 2017).

Nas aves, Salmonella pode habitar o trato gastrointestinal, ovarios, oviduto ou
outros 6rgdos do sistema reprodutivo durante a passagem do ovo para a postura. Fezes,
cama, agua e residuos do lote podem servir como importantes reservatorios da bactéria,
levando a disseminacao de Salmonella nos lotes seguintes (FREDERICK; HUDA, 2011).
O conteldo cecal e intestinal de frangos de corte sdo considerados como a principal fonte
de contaminacdo de Salmonella durante o periodo de crescimento das aves e na planta de
processamento das carcacas (RICKE; DUNKLEY; DURANT, 2012). A habilidade da
Salmonella em resistir aos mecanismos de defesa do hospedeiro, como pH estomacal,
aumento de temperatura, baixa tensdo de oxigénio, alta osmolaridade, acdo da bile,
peristaltismo, lisozimas, lactoferrinas e microbiota local baseia-se na sua capacidade de
modular a expressdo dos seus genes de viruléncia em resposta a estas condicOes
(OCHOA; RODRIGUEZ, 2005).

3.3 Importéancia em saude publica
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A salmonelose ¢ uma das zoonoses mais complexas em sua epidemiologia e
controle, com padrdes diferenciados de acordo com diversos fatores em uma regido, como
diferencas nos habitos alimentares, praticas de manipulacdo de alimentos, criagdo de
animais, padr@es de higiene e saneamento basico (RODRIGUES, 2011). Salmonella spp.
esta entre os principais agentes envolvidos nas toxinfec¢Ges transmitidas por alimentos,
e é frequentemente isolada em alimentos de origem avicola e suinicola. A salmonelose
representa um risco a seguranca dos alimentos no &mbito mundial, sendo considerada
uma das principais doencas transmitidas por alimentos (DTA) em todo o mundo,
inclusive no Brasil (ROSA et al., 2015; WHO, 2020).

No Brasil, Salmonella spp. foi responsavel por aproximadamente 11,2% dos surtos
de doencas transmitidas por alimentos, sendo a terceira principal causa de surtos
alimentares no pais, depois de Escherichia coli e Staphylococcus aureus (BRASIL,
2022). De acordo com o Ministério da Saude, cerca de 70% dos surtos de salmonelose
ocorridos entre 2007 e 2015 foram causados por S. Enteritidis. Nesse periodo foram
confirmados 20 débitos por Salmonella spp. (BRASIL, 2020).

3.4 Alguns sorovares de Salmonella enterica

3.4.1 Salmonella Pullorum

S. Pullorum pertence ao sorogrupo D e contém os antigenos somaticos O1, 09 e
012 e ndo contém antigenos flagelares, apresentando o mesmo perfil sorolégico de S.
Gallinarum (CHRISTENSEN; OLSEN; BISGAARD, 1993). S. Pullorum ndo fermenta o
dulcitol, ndo produz gas a partir da fermentacdo da glicose e é imovel (BRASIL, 2011).
A Instrucdo Normativa n® 78 de 2003 (IN 78/2003) do Ministério da Agricultura e
Pecuaria (MAPA) regula o monitoramento das granjas de producdo quanto a presenca de
S. Pullorum, S. Gallinarum, S. Enteritidis e S. Typhimurium. De acordo com a IN 78,
todos os estabelecimentos de reproducdo devem ser livres da presencga de S. Pullorum.
Quando comprovada a ocorréncia deste sorovar nos lotes de reproducgéo, todo o plantel
deve ser sacrificado e todos os ovos eliminados (BRASIL, 2003).

A infecgdo por Salmonella pode reduzir a taxa de ecloséo dos ovos, a taxa de
sobrevivéncia dos pintinhos e a produgdo de frangos (GUO et al., 2019) A
Salmonella encontrada em frangos infectadas foi relatada como sendo

principalmente S. Enteritidis e a S. Pullorum na China (ZHOU et al., 2020). A pulorose €
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uma doenca de distribuicdo mundial, sendo considerada erradicada de aves de produgéo
de muitos paises desenvolvidos como Europa Ocidental, Estados Unidos da América,
Canada, Australia e Japdo, onde os programas de controle e prevencéo sdo executados de
forma continua e rigorosa. Os relatos da pulorose, com perdas significativas para a
avicultura, sdo mais comuns em paises em desenvolvimento como o México, América
Latina, Oriente Médio, india e Africa (LI et al., 2018).

3.4.2 Salmonella Heidelberg

S. Heidelberg pertence ao sorogrupo B e contém os antigenos somaticos O4 e O5.
Este sorovar tem se destacado como um dos principais sorovares de Salmonella que
causam infec¢6es em humanos na Ameérica do Norte. Nos Estado Unidos, ocupa o terceiro
lugar com 3,9% dos isolamentos, atrds apenas de S. Enteritidis e S. Typhimurium (CDC,
2007; VIEIRA et al., 2009; CDC, 2016). E o terceiro sorovar mais frequentemente isolado
na avicultura no Canada, sendo destaque em saude publica, e alternando com S.
Enteritidis a posi¢do de segundo sorovar mais isolado em humanos. Apesar de ser um
sorovar altamente prevalente no Canada e nos Estados Unidos, é pouco relatado nos
paises europeus (DEMEZUK et al., 2003; CHITTICK et al., 2006; CURY, 2013). No
Brasil, S. Heidelberg é um dos sorovares de maior ocorréncia em analises de controle na
regido sul do pais. Entre 2012 e 2014, a frequéncia registrada deste sorovar foi de 20 a
33% das amostras positivas para Salmonella spp., ocupando a terceira posicdo em
isolados em granjas produtoras de frango (VOSS-RECH et al., 2015). Entre 2017 e 2019,
foi o sorovar mais frequentemente isolado nas carcacas de frango, sendo identificado em
85,3% dos casos (DE QUEIROZ, 2020). Outro estudo realizado no Brasil analisou 146
isolados provenientes de carne de frango nos anos de 2014 e 2017, identificando 55% das
cepas como o sorovar Heidelberg (RAU et al., 2021) S. Heidelberg tem sido descrito com
um sorovar com grande capacidade de formacdo de biofilme e de desenvolvimento de
resisténcia a desinfetantes utilizados nas granjas e abatedouros, tais como clorexidina e

amonia quaternaria, hipoclorito e glutaraldeido (STEFANI et al., 2018).

3.4.3 Salmonella Corvallis

S. Corvallis é um sorovar paratifico esta associado a DTA em humanos. E relatado

em areas geograficas especificas, incluindo Brasil, Japdo, Bulgaria e Dinamarca



17

(ARCHAMBAULT et al., 2006; MURAKAMI et al., 2017; YAMATOGI et al., 2015;
MA et al., 2020). E um sorovar considerado endémico no sudeste da Asia e em
emergéncia no norte da Africa e na Nigéria, onde é amplamente encontrada em diferentes
espécies animais e no meio ambiente (HENDRIKSEN et al., 2011). Estudos recentes
também relataram alta resisténcia a antimicrobianos e capacidade de formar biofilmes, o
que torna este sorovar uma preocupacdo de saude publica (ZHANG et al., 2018;
HADZIABDIC et al., 2018; MA et al. 2020).

3.5 Biofilmes microbianos

A maior parte da atividade bacteriana na natureza ocorre ndo com as células
individualizadas crescendo de maneira planctonica (livres, em suspensdo), mas com as
bactérias organizadas em comunidades de diferentes graus de complexidade, associadas
a superficies diversas, geralmente compondo um biofilme (KASNOWSKI et al., 2010).
Biofilmes sdo comunidades constituidas por células sesseis, embebidos em uma matriz
de substancias poliméricas extracelulares (EPS) composta por polissacarideos, proteinas,
acidos nucleicos e lipidios, aderidas a um substrato bi6tico ou abiotico, em cuja formacéao
0s microrganismos exibem diferenciados fendtipos, metabolismo, fisiologia e transcricdo
genética (DONLAN & COSTERTON, 2002; FLEMMING et al., 2016). Um biofilme
consiste em um complexo ecossistema microbioldgico formado por populacdes
desenvolvidas a partir de uma ou de multiplas espécies, sejam bactérias, fungos e/ou
protozoarios, de modo isolado ou em combinacdo (COSTA, 1999; JAY, 2005;
MACEDO, 2006; KYAW, 2008).

A producdo de biofilme pode ser considerada uma estratégia de sobrevivéncia dos
microrganismos em ambientes desfavoraveis, podendo constituir fontes cronicas de
contaminagdo microbiana aos alimentos (STEPANOVIC et al., 2004). O biofilme fornece
protecdo contra fatores fisicos, além de ser uma barreira de difusdo contra diferentes
compostos quimicos, como antimicrobianos, biocidas, desinfetantes, e ao sistema imune
do hospedeiro (FLEMMING et al., 2016; GALIE et al., 2018). A produgéo de biofilme
aumenta a resisténcia as forcas fisicas, ao sistema imunologico do hospedeiro e aos
antimicrobianos (BORGES et al., 2018). As bactérias do biofilme possuem a mesma
origem genética das bactérias planctonicas. Entretanto, suas atividades bioquimicas
diferem em 40%, o que as torna mais dificeis de serem eliminadas devido a maior
resisténcia adquirida (MEDONLINE, 2008).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160520303536#bb0020
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As propriedades da superficie da célula, como presenca de flagelo, fimbrias, pili,
proteinas adesinas, lipopolissacarideos e cdpsula, influenciam na aderéncia a superficie
(TRACHOO, 2003; OLIVEIRA, BRUGNERA, PICCOLI, 2010). A formacdo de
biofilmes é uma parte integrante do ciclo celular de grande parte dos microrganismos e
ocorre a partir de uma sequéncia de eventos (AZEVEDO; CERCA, 2012). Esta formagéo
ocorre em dois estagios: adesdo reversivel e adesdo irreversivel (OLIVEIRA,
BRUGNERA, PICCOLI, 2010). Inicialmente ha a adeséo das células planctbnicas de
maneira reversivel, devido a fraca interacdo inicial da bactéria com uma superficie que
proporcione o adequado crescimento. Durante a adeséo reversivel, as bactérias ainda sao
facilmente removidas pela aplicacdo de forgas minimas (STOODLEY, 2002;
OLIVEIRA, BRUGNERA, PICCOLI, 2010). Em seguida essa ligacdo se torna
irreversivel e as bactérias comegcam a formar micro colénias na matriz de EPS. A adesao
irreversivel resulta do ancoramento de apéndices (pili, flagelo, proteinas adesina) e/ou da
producéo de substancias poliméricas extracelulares, fazendo com que as liga¢des entre as
células e a superficie se fortalecam (CHRISTENSEN, CHARACKLIS, 1990;
OLIVEIRA, BRUGNERA, PICCOLI, 2010). Progressivamente, as micro colénias se
expandem e essa confluéncia leva a um fendtipo mais estruturado com espacgos nédo
colonizados. Apds, estes espacos ndo colonizados sdo preenchidos com bactérias,
cobrindo toda a superficie, possibilitando a visualizagdo tridimensional do biofilme. Por
fim, ha o rompimento do biofilme, as bactérias dispersam da estrutura séssil e retornam
ao seu estado planctdnico, podendo colonizar outras superficies (KARATAN,
WATNICK, 2009; SREY, JAHID, HA, 2013). Uma vez que o biofilme tenha se
estabelecido, passa a ser uma intensa fonte de endotoxinas, muramilpeptidios e
polissacarideos, assim como de fragmentos de endotoxinas que s&o liberados na agua. E
extremamente dificil a remocao de biofilmes ja constituidos, em funcéo da forte a adeséo
gerada pelas bactérias a superficie (MEDONLINE, 2008). Com a auséncia de nutrientes
e/ou de oxigénio ou dificuldades na sua difusdo, a diminui¢cdo do pH e acimulo de
metabolitos secundarios tdxicos, inicia-se um processo de morte celular junto a superficie
e subsequente desintegracdo do biofilme (IST, 2008). A arquitetura dos biofilmes pode
variar de acordo com as condi¢des hidrodinamicas, disponibilidade de nutrientes,
temperatura, espécie do microrganismo, motilidade bacteriana, comunicagéo celular,
além da quantidade de EPS produzido (PILCHAVA et al., 2014; REIS-TEIXEIRA et al.,
2017).
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Uma das grandes preocupac¢des em salde publica com relacéo as salmonelas diz
respeito a capacidade do microrganismo em formar biofilmes (BORGES et al., 2018) e
aos registros de surtos envolvendo patdgenos relacionados a esta forma de vida (SREY;
JAHID; HA, 2013). Na industria de alimentos, os biofilmes podem se acumular em uma
variedade de substratos, como aco inox, vidro, borracha, polipropileno, formica, ferro,
poliestireno de baixa densidade, policarbonato, entre outros (PARIZZI et al., 2004).
Existe ainda a preocupacéo de o biofilme atuar como um substrato, atraindo bactérias que
normalmente ndo teriam a capacidade de forma-lo.

O problema se amplifica se houver presenca de matéria organica, longo periodo
entre as higienizacdes e imperfeicdes nas superficies (CHORIANOPOULOS et al., 2008;
RODRIGUES et al., 2009; PUIl et al., 2011; TANG et al., 2012; KARACA; AKCELIK;
AKCELIK et al., 2013; CORCORAN et al., 2014; De OLIVEIRA et al., 2014; SILVA
et al., 2014; VIVIAN, 2014; ZIECH et al., 2016). O biofilme, tem uma estratégia para
sobrevivéncia das bactérias que se aderem a parede do encanamento que, junto da sujeira
aderida e a 4gua, se alimentam e se multiplicam. Isso proporciona um crescimento rapido
e novos pontos de formacdo de biofilme e contaminacdo na tubulacdo. A bactéria
estruturada no biofilme consegue suportar por mais tempo a privacao de nutrientes, bem
como mudancas de pH e desinfetantes, devido a presenca de concentragdes mais elevadas
do micro-organismo (JEFFERSON, 2004; MILAN et al., 2015). A partir do instante qu
o biofilme esta formado, se torna um ponto constante de contaminacao, liberando
fragmentos ou células plancténicas dos microrganismos, podendo alterar a composicao
microbioldgia dos produtos (FUSTER-VALLS et al., 2008). A formag&o de biofilmes
na superficie de equipamentos e de utensilios pode ser uma fonte de contaminacéo,
comprometendo a qualidade final do produto e a saide do consumidor (MILLEZI et al.,
2012; BERGAMO et al., 2020). A resisténcia de um biofilme em ambientes industriais
esta relacionada a mecanismos genéticos ligados a viruléncia, a formacao de biofilmes
propriamente dita e a tolerancia a condicdes de estresse. Os niveis de expressdo dos genes
que regulam estas caracteristicas sdo relacionados com a capacidade de adesdo dos
isolados, as temperaturas de incubagdo, ao material da superficie estudada, & presenca de
substratos organicos e de distintos microrganismos (BAI e RAI, 2011; JU et al., 2018;
LAMAS et al., 2018; TADIELO, 2020). Estudo realizado por Volkova et al. (2010), foi
detectada contaminagdo em cama de granjas de frango, no primeiro ou segundo lote e
permaneceu em, pelo menos, mais quatro lotes subsequentes, sendo Salmonella

Heidelberg o sorovar mais frequente (87,5%). Esse resultado aumenta a possibilidade de
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contaminacgéo nas carcagas de frango durante o processamento. A cama das granjas atua
como um ambiente extra-intestinal para a selecdo natural de cepas de Salmonella spp,
permitindo a adaptacdo e expressdo dos fatores de viruléncia adquiridos, o que influencia
na capacidade de resisténcia no ambiente tornando as medidas de prevencéo e limpeza
menos eficazes (OLADEINDE et al., 2018).

Vaérios fatores tém sido sugeridos para explicar a resisténcia dos microrganismos
na forma de biofilmes. Primeiro, as bactérias presentes nas camadas mais internas do
biofilme apresentam reduzida taxa metabdlica e de crescimento. Além disto, a matriz
polimérica extracelular age como um adsorvente, reduzindo a quantidade de
antimicrobiano disponivel para interagir com as células do biofilme, e por tltimo, a matriz
de substancias poliméricas extracelulares pode reduzir fisicamente a penetracdo do agente
antimicrobiano, e as células em um biofilme séo fisiologicamente distintas de células
planctdnicas, expressando fatores de protecdo especificos, tais como bomba de efluxo
(MEN et al., 2016).

3.5.1 Genes associados a formacéo de biofilme

Os principais constituintes da matriz extracelular do biofilme de Salmonella s&o
celulose, fimbrias curli, proteina associada ao biofilme (Bap) (LATASA et al., 2005).
Entre esses componentes, as fimbrias curli e a celulose sdo os elementos fundamentais da
matriz extracelular dos biofilmes de Salmonella. Estes componentes resultam na
formagdo de uma rede altamente hidrofébica de células firmemente compactadas
(GERSTEL; ROMLING, 2001, GERSTEL; ROMLING, 2003, SMIRNOVA et al., 2010,
STEENACKERS et al., 2012). A expressdo de curli esta ligada a biossintese de celulose,
que leva a producdo de uma matriz extracelular e resulta em interacdes célula-célula e
célula-superficie. A expressdo de curli é desencadeada quando bactérias entéricas séo
cultivadas sob condi¢cbes ambientais estressantes que favorecem a formacao de biofilme
em detrimento do crescimento de células planctonicas (BROMBACHER, 2006; TURSI,
TUKEL, 2018). A curli é o principal componente protéico de biofilmes entéricos de E.
coli e Salmonella e desempenha muitas fungbes dentro do biofilme (TURSI, TUKEL,
2018).

Uma grande diversidade de genes esta relacionada & producdo de biofilme em
cepas de Salmonella. A producédo de celulose é controlada pelos genes bcsABZC (DE

OLIVEIRA et al., 2014). A proteina AdrA ativa a producao de celulose a nivel pos-
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transcricional via interacdo direta com um ou mais genes codificados pelo operon
bcsABZC—besEFG ou pela producdo de nucleotideo ciclico, o qual age como um ativador
da biossintese de celulose (STEENACKERS et al., 2012). Curli é codificada por dois
operons especificos do gene curli (csg), csgBAC e csgDEFG. CsgA e CsgB séo
componentes estruturais e CsgD é um regulador transcricional para a produgdo de
biofilme. CsgD regula diretamente o operon csgBAC, a celulose e a proteina BapA
(GONZALEZ et al., 2019). A expressdo tanto do curli quanto da celulose depende da
proteina CsgD. CsgD é um regulador da transcricdo da familia LuxR, que também
participa da ativagdo da transcrigdo do operon csgBAC, codifica as subunidades
estruturais do curli, e a transcricdo do gene adrA, um efetor positivo da celulose
biossintese (BROMBACHER et al., 2006). A producdo de curli também esta sujeita a
uma regulacdo complexa, que afeta tanto o operon csgDEFG quanto o operon csgBAC
(BROMBACHER et al., 2006) Como um fator de viruléncia a curli contribui para adesao
e internalizacdo dos patdgenos nas células epiteliais (MILANOV et al., 2015). No
biofilme, as funcbes da curli sdo adesdo inicial a superficie, agregacdo intercelular e
formacdo da estrutura tridimensional (BELOIN; ROUX; GHIGO, 2008; SERRA;
RICHTER; HENGGE, 2013; MILANOQV et al., 2015). Bactérias deficientes na sintese
de curli formam biofilmes planos, que se formam linearmente e ndo desenvolvem
camadas (BARNHART; CHAPMAN, 2006). Na maioria das enterobactérias a sintese de

curli ocorre em temperatura ambiente, inferior a 30°C (MILANQV et al., 2015).

3.6 Resisténcia antimicrobiana

A utilizacdo indiscriminada e intensiva de antimicrobianos em humanos e animais
vem gerando preocupacbes e impactando no desenvolvimento da resisténcia
antimicrobiana, de maneira a contribuir significativamente para este problema de satde
publica a nivel global (TANG et al., 2017). Na produc¢do animal, os antimicrobianos tém
sido utilizados para fins terapéuticos, profilaticos e promotores de crescimento através da
administracdo in ovo, racdo e agua para prevenir ou tratar doencas comuns de aves e
permitir ganhos de produtividade nas granjas (BUTAYE; DEVRIESE;
HAESEBROUCK, 2003; PAGE; GAUTIER, 2012). A utilizacdo destas substancias no
processo de producdo de alimentos de origem animal pode funcionar como uma
ferramenta de selecéo para a resisténcia (GYLES, 2008; KOLUMAN & DIKICI, 2013).

O aumento do numero de microrganismos resistentes tem consequéncias para a saude
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publica, com implicagfes no tratamento e na prevencdo de doencas infecciosas em
humanos e animais (SMITH et al., 2002; CARRAMINANA et al., 2004; BUTAYE et
al., 2006).

Dentre os principais mecanismos de resisténcia nas bactérias, estdo a producao de
enzimas que destroem ou inativam os medicamentos, a reducdo da permeabilidade das
celulas bacterianas, desenvolvimento de rotas metabdlicas alternativas para substituir as
que foram inibidas pelas drogas, eliminacdo da substancia da célula e alteracdo da
estrutura do sitio-alvo do antibiotico (GOTTARDO et al., 2021). As bactérias apresentam
resisténcia de duas formas, a resisténcia natural e a adquirida. A resisténcia natural ou
intrinseca acontece devido a um fator estrutural das bactérias, associado com a espécie,
género ou um grupo. Um exemplo sdo as bactérias Gram-negativas, naturalmente
resistentes aos glicopeptideos, pois sua membrana é impermedvel a este tipo de
antimicrobiano. A resisténcia adquirida acontece devido a alteracbes no genoma
bacteriano em consequéncia de mutacGes ao acaso de genes proprios ou aquisicdo de
genes exdgenos, que podem ocorrer por transformacéo (aquisicao de genes de resisténcia
pela captura de DNA), transducdo (via bacteriéfagos) e conjugacdo (transferéncia de
célulaa célula), sendo este Gltimo o mecanismo mais importante de transferéncia de genes
de resisténcia (GOTTARDO et al., 2021)

O aumento da resisténcia antimicrobiana em isolados de Salmonella spp. tem sido
observado em varios paises nos Gltimos anos. Este fato € preocupante, uma vez que é um
dos agentes etioldgicos mais comuns de gastroenterite humana em todo o mundo. Este
assunto vem sendo amplamente estudado em diferentes géneros bacterianos,
principalmente com relacdo a microrganismos responsaveis por causar doencas
transmitidas por alimentos (RIBEIRO et al., 2006; OLIVEIRA & BRAZ, 2011). A
crescente resisténcia a antimicrobianos de interesse em medicina humana, como
quinolonas e cefalosporinas, demonstra a necessidade de monitoramento da
susceptibilidade antimicrobiana de Salmonella ao longo de toda a cadeia de producéo,
principalmente em fungdo das implicagdes do potencial propagagdo de microrganismos
resistentes e da importancia em saude publica. A implementacdo de normas sanitérias na
industria, controle rigoroso da utilizacdo de antimicrobianos em animais, diagnéstico
rapido e tratamento adequado s@0 importantes ferramentas para reduzir
significativamente a carga global de salmonelose (HUR et al., 2012).

Segundo a EFSA e ECDC (2021) infeccgdes alimentares causadas por Salmonella

spp. na Europa, de sorotipo ndo tifoide, sdo uma das principais causas de doengas
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transmitidas por alimentos, com mais de 90 mil casos confirmados em humanos relatados
em 2019 e uma taxa de notificagdo de 20 casos por 100 mil habitantes. Nos Estados
Unidos, Salmonella spp. causa cerca 1,35 milhdes de infeccBes, mais de 26 mil
hospitalizacGes e 420 mortes anualmente (CDC, 2021). Ja no Brasil, a real prevaléncia de
infeccbes causadas por Salmonella spp. ndo é precisa, pois apesar de se tratar de uma
doenca de notificacdo compulsoria, os surtos nem sempre sdo notificados as autoridades
sanitarias (SANTOS et al., 2002). As notificacdes de doencas transmitidas por alimentos
no Brasil, entre anos de 2013 e 2017 foram de mais de 3.500 casos, sendo que 123 foram
comprovadamente causados por Salmonella spp. (CAETANO e PAGANO, 2019).

3.7 Patogenicidade e fatores de viruléncia em Salmonella

A patogenicidade € a capacidade de um agente de causar a doenca, e as bactérias
patogénicas possuem diversos fatores que permitem aumentar seu grau de
patogenicidade. A capacidade de um microrganismo de causar doenca depende do seu
acesso ao hospedeiro e da sua habilidade para penetra-lo, evadir de suas defesas e lesionar
seus tecidos (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005). Microrganismos patogénicos
distinguem-se de outros da mesma espécie por possuirem e expressarem genes que
codificam os fatores de viruléncia, que conferem a bactéria a habilidade de causar doenga
em seu hospedeiro (VAN ASTEN; VAN DIJK, 2005). Estes fatores propiciam a invasdo
e a colonizacao das células do hospedeiro pelo microrganismo, levando a ocorréncia de
uma série de eventos que levam ao aparecimento da doenca. Estes fatores podem ser
mecanismos de invasao, que interferem na resposta imune do hospedeiro ou mecanismo
de resisténcia a antimicrobianos (VIEIRA, 2009).

A patogenicidade das salmonelas é extremamente complexa e multifatorial,
abrangendo fatores de viruléncia que incluem fimbrias, flagelos, proteinas efetoras,
lipopolissacarideos (LPS), antigenos de superficie, producéo de endotoxinas, entre outros
(DE JONG et al., 2012; FARDSANEI et al., 2018). Os fatores de viruléncia sao
codificados por genes. Os genes de viruléncia estdo localizados em diferentes locais do
genoma e elementos genéticos moveis, incluindo as ilhas de patogenicidade de
Salmonella (SPI), plasmideos de viruléncia e bacteriéfagos. As SPI sdo regides
compactadas e Unicas de cromossomos que carregam genes de viruléncia. Ja foram
identificados mais de vinte SPI que desempenham papeis diferentes e apresentam

prevaléncia variavel em diferentes sorovares (YAN et al., 2022). A patogenicidade da
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Salmonella depende de uma variedade de fatores de viruléncia que auxiliam o patégeno
nos processos de adesdo, invasédo, sobrevivéncia intracelular, expressao fimbrial, infec¢do
sistémica, producdo de toxinas e absorcdo de magnesio e ferro (ZOU; KEELARA;
THAKUR, 2012; FARDSANEI et al., 2018; DE SOUZA, 2021).

A compreensao exata da funcdo e da distribuicdo dos genes de viruléncia presentes
nos sorovares de Salmonella pode elucidar no entendimento da evolugéo dos sorovares e
da diferenca de patogénese e epidemiologia entre eles (ESWARAPPA et al., 2008). A
maioria dos fatores de viruléncia e de resisténcia pode ser transmitida entre espécies ou
géneros bacterianos distintos através da transferéncia horizontal de genes. A transferéncia
de fragmentos de DNA por elementos genéticos moveis é provavelmente o principal
mecanismo genético de disseminacao e co-selecdo de genes de viruléncia e de resisténcia,
embora outros mecanismos, como muta¢fes compensatérias ou adaptativas também
possam estar envolvidos (BURRUS et al., 2004; HANDEL et al., 2006).

3.7.1 Fatores de viruléncia associados a estrutura bacteriana

A variacdo genética de Salmonella spp. estd relacionada a codificacdo de
estruturas bacterianas, como LPS, flagelos e fimbrias, bem como a expressao de genes de
viruléncia especificos que alteram a fisiologia celular ou protegem o patégeno das defesas
do hospedeiro (FIERER; GUINEY, 2001; HSU et al., 2013; MENDONCA et al., 2020;
DE SOUZA, 2021). As salmonelas possuem diversas fimbrias associadas a adesdo de
diferentes tipos de células epiteliais e até possivelmente a matriz extracelular
(fibronectina) (FERREIRA; CAMPOS, 2008). Existem diferentes tipos de fimbrias,
dentre elas, as fimbrias do tipo I (Fim), fimbrias codificadas por plasmideos (Plasmid
Encoded Fimbriae — PEF), fimbria polar longa (Long Polar Fimbriae — LPF) e fimbrias
agregativas (Thin Aggregativa Fimbriae — Tafi), sendo que cada uma destas possui
tropismo por diferentes tipos de células em diferentes hospedeiros. Os sorovares de
Salmonella pertencentes ao grupo D1 também possuem a fimbria Salmonella Enteritidis
(Salmonella Enteritidis Fimbriae — SEF) (ZHANG, 2013).

A fimbria longa polar € codificada pelo operon IpfABCDE, que apresenta cinco
genes e esta relacionado com o tropismo pelas placas de Peyer e com a adesao as células
M do intestino (BAUMLER et al., 1998; NORRIS; BAUMLER, 1999; OCHOA,;
RODRIGUES, 2005). Os genes fimbriais Ipf ndo sdo considerados conservados e estdo

presentes somente em alguns sorovares de Salmonella devido a selecdo entre as bactérias
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com e sem o gene em diferentes hospedeiros, regulada pelo mecanismo de variacéo de
fase (BAUMLER et al., 1997; QUAN et al., 2019). A fimbria de Salmonella Enteritidis
é codificada pelo operon sefABCD. Este operon contém quatro genes necessarios para a
translocacéo e formacao da fimbria. A principal subunidade fimbrial é codificada pelo
gene sefA, e o gene sefB auxilia na montagem de estruturas de superficie celular (QUAN
et al., 2019). Esta fimbria est4 relacionada com as etapas da infeccdo posteriores a
colonizacdo do epitélio cecal do hospedeiro, tornando-se de extrema importancia para
aderéncia ou sobrevivéncia da bactéria dentro dos macréfagos (MIRMOMENI; KIANI;
SISAKHTNEZHAD, 2008).

A fimbria Tafi, codificada pelo operon csg (antigamente denominado de agf), é
um polimero multifuncional conservado na maioria dos sorovares de Salmonella spp. As
fimbrias Tafi sdo conhecidos como curli porque, na auséncia de EPSs, sua morfologia
aparece enrolada; no entanto, quando expressos com EPS a morfologia aparece como
uma matriz amorfa emaranhada (WHITE et al., 2003; GIBSON et al., 2007). As fibras
Curli sdo semelhantes as fibras amiloides eucarioticas e estdo envolvidas na agregacéo e
adesdo celular. Os genes Curli sdo encontrados em arranjados com dois operons
divergentes especificos do gene curli (csg)com promotores independentes: um contém os
componentes estruturais CsgA e CsgB (csgBAC) e o outro o regulador CsgD e outras
proteinas estruturais (csgDEFG). O CsgD é um regulador transcricional que é central para
a producao de biofilme, regulando diretamente o operon csgBAC, a celulose e a proteina
BapA (LIU et al., 2014; GONZALEZ et al., 2019; QUAN et al., 2019).

Estudos tém demonstrado que esta fimbria se liga a varias proteinas dos
hospedeiros, entre elas a fibronectina, facilitando a sobrevivéncia da bactéria e a sua
associacdo com o epitélio intestinal. Esta relacionada também com a autoagregacédo da
Salmonella spp. que é importante para aumentar a sobrevivéncia frente aos acidos
estomacais do hospedeiro, de surfactantes e outros agentes bactericidas, uma vez que a
formacéo de biofilme reduz a superficie de contato (COLLINSON et al. 1993; WHITE
et al., 2003; GIBSON et al., 2007).

3.7.2 Fatores de viruléncia associados as llhas de Patogenicidade de Salmonella
Um dos mais importantes fatores de viruléncia de Salmonella sdo os sistemas de

secrecao, dispositivos moleculares que permitem as bactérias exportar para o interior das

células hospedeiras proteinas denominadas ‘“efetoras”. Um sistema encontrado em
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bactérias que infectam o trato gastrointestinal é o sistema de secrecéo do tipo Il (Type
Three Secretion System — TTSS), onde proteinas sdo introduzidas na célula hospedeira
por meio de uma “seringa molecular” (VIEIRA, 2009). O alvo da molécula efetora que ¢
translocada por esses sistemas € que vai determinar a estratégia de viruléncia de um
microrganismo em particular. Os sistemas de secre¢cdo sdo essenciais para a
patogenicidade de diversos microorganismos (VIEIRA, 2009).

As bactérias do género Salmonella foram as Unicas descritas com dois tipos de
TTSS, codificados em dois clusters nas SPI-1 e SPI-2, que parecem desempenhar papeis
diferentes na patogenicidade (SIMONI, 2016). Tanto o SPI-1 quanto o SPI-2 codificam
um TTSS que forma um canal na membrana da célula hospedeira, permitindo que as
proteinas efetoras da bactéria sejam internalizadas para dentro dessas células
(CHAKROUN et al., 2018; FARDSANEI et al., 2017; DANTAS FILHO et al., 2020). A
SPI-1 codifica genes como invA, sipA, sipB, sipD, sopB e sopD envolvidos na invasdo de
células epiteliais, enquanto A SPI-2 codifica os genes SifA e ssaR relacionados a
sobrevivéncia e a replicacdo de Salmonella dentro de células fagociticas, em alem de
desempenhar um papel importante na infec¢do sistémica (DANTAS FILHO et al., 2020).

AvrA, codificada por avrA, é uma das proteinas secretadas pelos TTSS, sendo
responsavel pela inibi¢do da ativacdo do fator de transcricdo NF-JB e pelo aumento da
apoptose de células epiteliais humanas in vitro (COLLIER-HYAMS et al., 2002). O gene
avrA esta relacionado em estrutura, funcao e efeitos celulares com proteinas semelhantes
de patdgenos de plantas (BUTTNER & BONAS, 2002) e de Yersinia spp. (MILLS et al.,
1997; ORTH et al., 1999). Por esta razdo, a proteina efetora AvrA também pode ser
considerada uma proteina associada a viruléncia (BARAK-BEM et al., 2006). Este gene
esta localizado na SPI-1 (DARWIN; MILLER, 1999). As proteinas de membrana externa
(Salmonella Outer Protein — SOP) sdo codificadas pelo operon sopABCDE. O gene sopE
estimula a deformacdo da membrana plasmatica e citoesqueleto das células do
hospedeiro, além de codificar a proteina externa SopE (BORGES, 2011; HOPKINS;
THRELFALL, 2004; MIRMOMENI et al., 2008). A aquisi¢do deste gene é importante
na emergéncia de cepas epidémicas, e a identificacdo do gene sopE pode auxiliar a
identificar aquelas cepas de Salmonella spp. que possuem um alto potencial para
causarem surtos epidémicos (BORGES, 2011). Os genes sopE e gipA, transferidos por
fagos, ajudam Salmonella a invadir as células hospedeiras e a crescer e sobreviver nas

placas de Peyer, respectivamente (THI et al., 2020).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1438422105001505#bib23
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1438422105001505#bib23
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1438422105001505#bib27
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O gene invA é bastante conservado em todos 0s sorovares de Salmonella, sendo o
gene utilizado para deteccdo pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (GUO et al.,
1999; OLIVEIRA et al., 2003; WHANG et al., 2009). O operon inv (invasibility) possui
15 genes. O gene invA é essencial na invasdo de células epiteliais por sorotipos de S.
enterica (PORTER; CURTISS, 1997; TURKI et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2013). Sua
principal funcdo é a internalizacdo da bactéria para invasdo das células epiteliais
(OLIVEIRA et al., 2003; MALORNY et al., 2003; BORGES, 2011). O gene sivH
também é associado a invasdo, uma vez que codifica uma proteina de membrana externa
da bactéria que estd associada a colonizagdo bacteriana no intestino do hospedeiro
(KINGSLEY et al., 2003; BADR et al., 2020).

3.7.3 Fatores de viruléncia associados aos plasmideos

Plasmideos estdo presentes em diversos sorovares, podendo transferir
informacdes genéticas além de possuirem a capacidade de codificar fatores de viruléncia
(VAN DEN BERG et al., 2019). Os plasmideos de viruléncia s&o moléculas de DNA que
podem ser transmitidas entre as bactérias através da transferéncia horizontal. Os
plasmideos de Salmonella medem, em geral, de 50 a 90kb, mas apenas uma regido de
7.8kb é necessaria para conferir um fendtipo de viruléncia (BORGES et al., 2013). Nesta
regido estd localizado o operon spv (Salmonella plasmid virulence — plasmideo de
viruléncia de Salmonella), que é comum a todos os plasmideos de viruléncia de
Salmonella spp. e estd relacionado a sobrevivéncia no interior do macré6fago, é
considerado como um dos plasmideos de viruléncia de numerosos sorotipos de
Salmonella que geram doencas sistémicas (ALVAREZ, 2007; RAMATLA et al., 2020).
Este operon determina no hospedeiro o aumento da severidade da enterite e persisténcia
em sitios extra-intestinais, uma vez que a presenca destes genes aumenta a taxa de
crescimento de Salmonella no compartimento intracelular e também permite a
sobrevivéncia no interior de macrofagos (UZZAU et al., 2000). O gene spvC €
responsavel pela regulacéo da liberacéo de citocinas de células infectadas (RODICIO et
al., 2011). Entre as fungdes do gene spvC estdo a interferéncia na interacdo do sistema
imune do hospedeiro e 0 aumento das taxas de crescimento da bactéria (BORGES et al.,
2013). O gene spvC aumenta a média de crescimento nas células do hospedeiro (GULIG
etal., 1993).
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3.8 Diversidade genética

Métodos de tipagem molecular tém sido amplamente utilizados com o objetivo de
realizar a caracterizacdo bacteriana, permitindo a analise de diferencas e similaridades
entre isolados bacterianos, ou ainda, para se verificar a origem e a disseminagao das cepas.
Com os dados obtidos a partir destas analises, pode-se construir dendrogramas que
mostram a similaridade existente entre amostras filogeneticamente proximas. A utilizacao
destas ferramentas de tipagem permite o rastreamento de determinado microrganismo em
investigagbes epidemioldgicas, fornecendo informagBes importantes sobre a
caracteristica do patégeno (RESENDE, 2015; MENDONCA, 2016).

Os métodos moleculares tém substituido ou complementado os fenotipicos como
forma de confirmar a proximidade entre os isolados envolvidos em um surto. O genoma
da Salmonella tem sido analisado utilizando-se diferentes técnicas moleculares como a
eletroforese em gel de campo pulsado (pulsed field gel eletrophoresis — PFGE),
tipificacdo multilocus (MLST), polimorfismo dos comprimentos dos fragmentos de
restricdo (RFLP), amplificacdo de elementos palindromicos extragénicos repetitivos
(Rep-PCR), ribotipagem e hibridizacdo por microarranjos (DNA-DNA hybridization
microarray) (LIEBANA et al., 2001; SWAMINATHAN et al., 2001; LIEBANA, 2002;
JASPERS; OVERMANN, 2004; SUKHNANAND et al., 2005; MORALES et al., 2006;
GUARD et al., 2012; LANDINEZ, 2013).

3.8.1 Diferenciacdo dos isolados através da eletroforese em gel de campo pulsado

A PFGE é uma ferramenta molecular utilizada para separar grandes fragmentos
de DNA por meio da reorientacdo do DNA em gel pela acdo de campos elétricos
alternados. Esta técnica é reconhecida como padrdo-ouro para a identificacdo de
linhagens bacterianas, sendo muito Gtil na investigacdo de origem de surtos de
salmonelose (BOONMAR et al., 1998; GUERRA et al., 2000; MAGALHAES et al.,
2005). A PFGE apresenta boa discriminacdo dos isolados para alguns sorovares de
Salmonella (TSEN & LIN, 2001).

Esta técnica consiste na clivagem do genoma bacteriano com enzimas de restri¢éo
que reconhecem poucos sitios ao longo do DNA cromossdmico, cortando-o
aleatoriamente e gerando de 10 a 30 fragmentos de restricdo que variam de 10 a 800 kb.

As enzimas utilizadas séo provenientes de diferentes microrganismos, e a mais indicada
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para estudos com o género Salmonella é a enzima Xbal, ao qual é derivada do
microrganismo Xanthomonas badrii com corte da enzima tipo adesivo (SHI et al., 2015;
WATTIAU et al., 2011). Esses fragmentos grandes de DNA ndo podem ser separados
por eletroforese convencional. Na PFGE, a orientacdo do campo elétrico ¢ modificada
periodicamente, permitindo que fragmentos de até 2 mb sejam separados efetivamente
por diferenca de tamanho (GAUTOM, 1997; TENOVER et al., 1997; TOZETTO, 2006).

Uma vez que a PFGE produz padr@es de fragmentos especificos para cada isolado,
estes sdo utilizados para avaliar diferencas gendmicas entre os isolados. (ZAKARIA et
al., 2020; ZHANG et al., 2022). Para interpretar os perfis genéticos gerados pela técnica
de PFGE e utilizar esta informacdo para fins de estudos epidemioldgicos, € necessario
comparar os padrdes obtidos e compreender que eventos genéticos ocorridos ao acaso
podem alterar estes perfis e diferenciar os isolados em quatro categorias: geneticamente
indistinguiveis, estreitamente relacionadas, possivelmente relacionadas e néo
relacionadas epidemiologicamente. Essa diferenciacdo permite associar a origem e as
rotas de transmissao de patogenos (TENOVER et al., 1995).

3.8.2 Diferenciacdo dos isolados através da ribotipificacdo por reacdo em cadeia da

polimerase e sequenciamento

A ribotipificacdo por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) € baseada na
amplificacdo de sequéncias intergénicas do operon ribossomal (LUZ et al., 1998). A
ribotipificacdo por PCR consiste na utilizacdo de sequéncias iniciadoras para regides
altamente conservadas dos genes ribossomais 16S e 23S. Estes dois genes séo separados
por regides espacadoras que possuem polimorfismos que podem ser utilizados para
caracterizar bactérias dentro de um género e de uma espécie (KOSTMAN et al., 1992;
JENSEN; WEBSTER; STRAUS, 1993; DOLZANI et al., 1995, BAUDART et al., 2000).
Segundo Oliveira et al. (2009) esta técnica € um método rapido e de alta reprodutibilidade
que apresenta resultados semelhantes aqueles obtidos através da PFGE. A utilizacdo do
sequenciamento para a tipificacdo molecular € muito Gtil para estabelecer a rela¢do entre
as cepas, uma vez que € uma técnica de alta precisdo para microrganismos com baixa
variabilidade genética, como Salmonella. Esta técnica é bastante Gtil para os estudos sobre
aevolucdo das caracteristicas de viruléncia e transmisséo desta bactéria (CHRISTENSEN
et al., 2000; WEITZMAN, 2001; BAKKER et al., 2011).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713508002260#bib19
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