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RESUMO

A Salmonella € um dos principais agentes causadores de infecc¢des
transmitidas por alimentos. A salmonelose se torna mais preocupante quando
cepas resistentes a multiplas drogas sdo encontradas em alimentos,
especialmente em frangos, um dos principais veiculos de transmiss&o desse
patégeno para humanos. O objetivo desse estudo foi caracterizar os
determinantes de resisténcia a antibiéticos presentes em Salmonella spp.
isoladas de carne de frango in natura comercializados nos mercados publicos
da cidade do Recife. Para tanto, 21 isolados de Salmonella spp. foram
submetidos a testes fenotipicos e moleculares para avaliar a susceptibilidade
aos antibidticos e investigar determinantes de resisténcia aos B-lactamicos e
quinolonas. Os resultados obtidos demonstraram a presenca de trés grandes
grupos clonais entre os isolados bacterianos, além da presenga de genes que
codificam B-lactamases e genes que conferem resisténcia as quinolonas. A
disseminagao de diferentes grupos clonais de Salmonella spp. MDR, em
carcacgas de frango, mostrada nesse estudo, refor¢ca a necessidade de controles
efetivos de contengdo desse microrganismo, que além de se configurar com um
risco a saude publica, também € responsavel por perdas econdmicas
consideraveis.

Palavras-chave: Salmonelose, Salmonella MDR, B-lactamases



ABSTRACT

Salmonella is one of the main causative agents of foodborne infections.
Salmonellosis becomes more dangerous when strains resistant to various
antibiotics are found in food, especially in chickens, one of the main vehicles for
transmitting this pathogen to humans. The aim of this study was to characterize
the determinants of antibiotic resistance present in Salmonella spp. isolated
from fresh chicken meat sold in public markets in the city of Recife. For that, 21
isolates of Salmonella spp. underwent phenotypic and molecular tests to assess
susceptibility to antibiotics and to investigate determinants of resistance to -
lactams and quinolones. The results obtained demonstrated the presence of
three large clonal groups among bacterial isolates, in addition to the presence of
genes encoding B-lactamases and genes that confer resistance to quinolones.
The spread of different polyclonal groups of Salmonella spp. MDR, in chicken
carcasses, shown in this study, reinforces the need for effective controls to
contain this microorganism, which in addition to being a risk to public health, is
also responsible for considerable economic losses.

Keywords: Salmonellosis, Salmonella MDR, B-lactamases
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1. INTRODUGAO

Salmonella é um bacilo Gram-negativo pertencente a familia
Enterobacteriaceae, classificado em aproximadamente 2.600 sorotipos de
acordo com o esquema de Kauffmann-White (GRIMONT; WEILL, 2007).
Subespécies entéricas causam 99% das infecgcbes em animais e humanos. Nos
seres humanos, os sintomas de infecgao entérica incluem nausea, vomito e
diarreia ndo sanguinolenta, febre, resfriado, dor abdominal, mialgia e dores de
cabeca e podem evoluir para bacteremia e endocardite.

A maioria dessas infeccbes causamdiarréia autolimitada e nao requer
tratamento antimicrobiano. No entanto, em certos casos, como quando a
bactéria se espalha pela corrente sanguinea, levando a complicagcbes como
meningite, é necessaria antibioticoterapia. Tais complicagbes s&o mais
comumente observadas em criancas e idosos e em pacientes
imunocomprometidos. Fluoroquinolonas e cefalosporinas sdo os medicamentos
de primeira escolha nesses casos (CDC, 2016).

Alimentos de origem animal, especialmente itens derivados de aves, sé&o
as principais fontes de infec¢ao por Salmonella spp. Dada a importancia de
Salmonellacomo agente causador de doengas transmitidas por alimentos, a
reducao de sua contaminagdo em carcagas de frangos de corte € de extrema
prioridade para a indUstria e para as agéncias reguladoras (SAUDE, 2011).
Estudos de prevaléncia e investigagbes epidemiolégicas em todo o mundo
identificaram produtos de frango e ovos crus ou mal cozidos como potenciais
veiculos de transmissdo de Salmonella em humanos. Sorotipos que
frequentemente ocorrem em diferentes paises e sdo comumente isoladas de
carcacgas de frango, outros cortes e subprodutos também tém sido relatados no
Brasil (AZEVEDO, 2014; DUARTE et al., 2009; FITCH et al.,, 2016; FUMY
KOGUISHI BONI; SAMPAIO CARRIJO; BARBOSA FASCINA, 2011; REZENDE
et al., 2005; RIBEIRO et al., 2007).

O surgimento de Salmonella multirresistente a drogas (MDR) é uma
preocupagao mundial, uma vez que a ocorréncia de Salmonella MDR em
alimentos € um risco, representando aumento da gravidade das doencgas

transmitidas por alimentos, levando ao aumento das taxas de hospitalizagao e a
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possibilidade de morte. Este fenbmeno € uma consequéncia do uso extensivo
de antibiéticos no tratamento de seres humanos e animais. As cepas com esse
perfil representam um problema mundial para os setores hospitalar e de saude
publica.Ao longo dos anos tém-se observado o aumento na prevaléncia de
cepas de Salmonella resistentes a multiplos antibiéticos em produtos de origem
animal, principalmente aves (AZEVEDO, 2014; BAPTISTA et al.,, 2018;
DUARTE et al., 2009; FITCH et al., 2016; FUMY KOGUISHI BONI; SAMPAIO
CARRIJO; BARBOSA FASCINA, 2011; REZENDE et al., 2005; RIBEIRO et al.,
2007;THRELFALL, 2002).

Estudos avaliando esse aspecto em cepas de Salmonella ainda sao
minoria. Portanto, investigagdes que verifiquem a prevaléncia de cepas de
Salmonella MDR em produtos alimentares como carcagas de frango s&o
importantes para produzir informagdées que subsidiem programas de controle
sobre o uso indiscriminado de antibiéticos na produ¢do animal.Além disso, ha
uma certa escassez de informagdes cientificas sobre a presencga,
comportamento de susceptibilidade a antibacterianos e perfil genotipico de
Salmonella na carne de frango, considerando que o Brasil € o principal

exportador mundial de aves.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar os determinantes de resisténcia a antibidticos de Salmonella spp.

Isoladade carne de frango in natura.

2.2 Objetivos especificos

« Determinar a relagao clonal entre os isolados bacterianos estudados

« Caracterizar os determinantes génicos responsaveis pela
resisténcia aos B-lactamicos e quinolonas nos isolados;
+ Avaliar a associagao dos determinantes de resisténcia

encontrados nos isolados com a sua relacao clonal.

13



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Familia enterobacteriaceae

A familia Enterobacteriaceae € um grupo composto por bactérias Gram-
negativas, bacilares, ndo patogénicasem sua maioria, de distribuicdo ubiqua,
podendo ser encontradas em diversos ambientes como solo, agua, vegetacao,
além de comporem a microbiota natural de animais, incluindo o homem (ILLSI
EUROPE, 2011).

Entre os membros da familia Enterobacteriaceae, destacam-se os
géneros Escherichia, Enterobacter, Shigella, Citrobacter, Klebsiella e
Salmonella, como os mais frequentemente isolados. Meios seletivos podem ser
utilizados para reduzir o tempo de identificacdo desses géneros, impedindo o
crescimento de organismos competidores e favorecendo o crescimento do
organismo desejado (Figura 1) (HONG NHUNG et al., 2007).

Figura 1- Salmonella enteritidis sorotipo Typhimurium em agar XLD (Agar de desoxicolato-lisina-
xilose), um meio seletivo diferencial, que permite a identificagdo de elementos patogénicos entéricos,

particularmente de Shigella e Salmonella. Fonte: Cangussu, 2010.

Enterobactérias fermentam uma variedade de carboidratos e sua

capacidade de produzir acido e gas a partir da fermentagdo da D-glicose é uma
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caracteristica importante para a identificagdo desses microrganismos. Alguns
membros das Enterobacteriaceae (por exemplo, Enterobacter spp., Escherichia
coli, Citrobacter spp. e Klebsiella spp.) podem ser reconhecidas usando métodos
que exploram sua capacidade de fermentar lactose rapidamente produzindo acido
e gas. Estas sao coletivamente denominadas bactérias coliformes e sao
frequentemente usadas como organismos indicadores da industria de alimentos e
agua, uma vez que seu habitat normal é o trato gastrointestinal de mamiferos e
aves (ILLSI EUROPE, 2011).

3.2 Salmonella spp.

As bactérias do género Salmonella possuem a forma de bastdo, séo
moveis por flagelos peritriqueos, ou seja, possuem diversos flagelos
distribuidos ao longo da célula (Figura 2) e sao capazes de formar acido a partir
da glicose. Sao produtoras de catalase, mas nao sédo produtoras de oxidase,
além disso reduzem nitrato a nitrito (ANVISA, 2008).

Figura 2- Microscopia optica de Salmonella enteritidis sorotipo Typhi para visualizagdo de flagelos.

Fonte:Cangussu, 2010.

Ha certa discussdo a respeito da classificagdo taxonémica do género
Salmonella. Atualmente o género possui duas espécies que se distinguem

geneticamente: S. enterica e S. bongori. No entanto, estudos indicam que a
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maioria das cepas encontradas sao pertencentes a espécie Salmonella enterica,
que por sua vez possui seis subespécies e diversos sorotipos descritos. Os
sorotipos de ambas as espécies estdo contabilizados em cerca de 2.500, segundo
o esquema de Kauffmann- White (GRIMONT; WEILL, 2007; ISSENHUTH-
JEANJEAN et al., 2014). Entretanto,esses sorotipos geralmente eram
apresentados como sendo espécies diferentes, como a Salmonella typhy, por
exemplo (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

Atualmente a nomenclatura desses sorotipos individuais € escrita com a
inicial do nome do sorotipo escrita em maiusculo, ao invés do italico usado
anteriormente. Dessa forma, a espécie citada passa a ser escrita Salmonella Typh.
Uma terceira espécie teria sido proposta em 2004, a S. subterranea que foi isolada
de sedimento subterrdneo de baixo pH, no Tennessee, regido sudeste dos
Estados Unidos. Através do sequenciamento 16S rRNA foi constatada uma inter-
relacdo com S. bongori (SAUDE, 2011b).

Alguns sorotipos de Salmonella sdo mais patogénicos ao homem, sendo
agentes causadores da febre entérica, como a S. Tiphy e a S. Paratyphi A, B e C.
Ja os sorotipos mais bem adaptados aos animais sao S. Dublin, S. Choleraesuis e
S. Typhisuis (suinos), S. Abortusequi (equinos), S. Pullorum e S. Gallinarum
(aves), causadores do paratifo em animais. Existem ainda sorotipos que afetam
tanto o homem quanto os animais de forma indiferente. Essas estdao conhecidas
como Salmonellas zoonéticas (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).As doengas mais
conhecidas causadas pelo género Salmonella sao enterite e febre entérica, mais
conhecida como febre tifoide. Os sintomas incluem febre alta, dores abdominais e
diarreia com ou sem sangue. Alimentos contaminados como aves, leite e ovos sao

a forma mais comum de infeccéo (PAIAO et al., 2013).

3.3 Contaminagao dos alimentos e infec¢goes causadas
por salmonela

A Salmonella spp. possui uma sobrevida muito longa no meio ambiente,
sobretudo na matéria organica. Ela é eliminada em grande numero nas fezes,
contaminando assim o solo e a agua. Nesse material fecal, pode permanecer
por anos, podendo resistir por mais de 28 meses nas fezes das aves e 30
meses no estrume bovino. No solo cultivado, o tempo de sobrevida é de até 280

dias. Devido a isso, € possivel a ocorréncia de contaminag¢ao de hortalicas e
16



frutas e alimentos de origem animal como carnes cruas, leite e ovos. A
contaminagao de carnes se da geralmente durante o abate, enquanto hortalicas
e frutas podem sofrer contaminagéao através de agua contaminada (HU et al.,
2017; Ll et al., 2013; THIENNIMITR; WINTER; BAUMLER, 2012).

Entre os produtos de origem animal, os ovos, a carne de animais de
abate e o leite sdo os principais veiculos de transmissdo de Salmonella,
conforme demonstram os dados do Ministério da Saude publicados em 2017.
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017) Estes alimentos podem contaminar os
humanos diretamente quando insuficientemente cozidos ou pasteurizados, ou
ainda através de contaminacao cruzada, quando o alimento contaminado entra
em contato direto ou indireto com outros alimentos n&o contaminados tornando-
0s um novo veiculo de infecgdo, caso nao sejam sujeitos a qualquer tratamento
térmico antes de serem consumidos (SAUDE, 2011a)

Em relagdo a contaminagdo cruzada dos alimentos, os dados de
notificagdo de surtos de doengas transmitidas por alimentos (DTA) por
Salmonella do Ministério da Saude no Brasil, demonstram que o principallocal
de contaminagdo em surtos de salmonelose sao as residéncias. Ainda assim,
os dados preliminares da verificagdo oficial do programa de monitoramento de
Salmonella spp. nos estabelecimentos de abate de aves no ano de 2017
indicaram 16,99% (254/1.495) de positividade nas amostras de carcaca de aves
analisadas para a presenga de Salmonella spp. no pais. Os sorovares
predominantes sdo S. Heidelberg (56%), S. Minnesota (19%) e S. Saintpaul
(7%). Os sorogrupos S. Enteritidis e S. Typhimurium, que mundialmente estéo
mais associados aos surtos e casos graves da doenga, foram identificados em
apenas 0,8% (2/242) e 0,4% (1/242), respectivamente, das amostras analisadas
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Dados do Ministério da Saude também apontam Salmonella como o
principal agente etiolégico identificado como causador de DTA. Entre 2014 e
2017, o Sistema de Vigilancia Epidemiolégica de Doengas Transmitidas por
Alimentos — VEDTA, do Ministério da Saude, informou a notificacdo de 85
surtos de DTA relacionados aSalmonela, com a ocorréncia de 3.433 doentes e
2 6bitos registrados(MINISTERIO DA SAUDE,2017)

As infeccbes por Salmonella sdo consideradas as DTA mais comuns e
17



foram reconhecidas globalmente nos paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, em razdo da alta morbidade e altos custos econdmicos
gerados em decorrencia dessas doencas(IGBINOSA, 2014). Estudos recentes
estimam que existam 80,3 milhdes de casos anuais de doengas de origem
alimentar relacionada com Salmonella em todo o mundo (MAJOWICZ et al.,
2010) e a S. Enteritidis tem sido considerada o sorotipo mais comum em casos
de infecgdes em seres humanos e a maioria esta associada a produtos avicolas
(CDC, 2018; FERNANDES et al., 1992; KANG et al., 2009)

Na Europa, a S. Enteritidis representa 85% dos casos de salmonelose,
38% na Asia e 31% na América Latina e no Caribe. Desde a primeira pandemia
relatada em 1980, a S. Enteritidis tem emergido como um dos principais
patégenos associados a transmissao por ovos contaminados (GALANIS et al.,
2006). A introducdo de S. Enteritidis no Brasil, provavelmente, ocorreu no final
da década de 80, por aves reprodutoras infectadas adquiridas de paises
europeus (IRINO et al., 1996).Em Curitiba, em 1981 foi descrito o primeiro surto
de infeccdo causado por S. Enteritidis no Brasil (KAKU et al., 1995). Em
seguida, a partir da década de 90, surgiram diversos relatos de surtos de
infeccdo alimentar em seres humanos, devido principalmentea ingestao de
produtos de origem avicola (TAUNAY et al., 1996).

A S. Enteritidis € uma bactéria que se disseminou devido ao processo de
criacdo intensiva e ao uso indiscriminado de antibiéticos na ragao, acarretando
resisténcia bacteriana. Nas duas ultimas décadas, diversos paises tém relatado
aumento no numero de surtos-epidémicos ocasionados por S. Enteritidis,
constituindo-se na maior causa de surtos de enfermidades transmitidas por

alimentos nos EUA, Reino Unido e Europa Central.

3.4 Antibiéticos utilizados no tratamento de infec¢oes
por salmonella e a resisténcia bacteriana

Os antibidticos sdo compostos que podem ser provenientes de bactérias
ou fungos, quando naturais, mas também podem ter origem sintética. Entre os
mecanismos de agdo de um antibidtico, destacam-se a inibigcdo da sintese da
parede celular, assim como o aumento de sua permeabilidade, além da

interferéncia na sintese proteica e no metabolismo do acido nucleico (VAN
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BOECKEL et al., 2015)..Existem classes nas quais os antibiéticos podem ser
agrupados, de acordo com suas caracteristicas estruturais e funcionais. As
classes mais conhecidas sao: [- Lactamicos (que incluem: Penicilinas,
Cefalosporinas, Carbapenémicos e Monobactamicos), Quinolonas,
Glicopeptideos, Oxazolidinonas, Aminoglicosiideos, Macrolideos, Lincosaminas,
Sulfonamidas, Tetraciclinas, entre outros (CDC, 2016).

O tratamento de pacientes com sintomas de diarreia infecciosa com
agentes antimicrobianos permanece controverso, uma vez que o tratamento
com antibiéticos em pacientes com salmonelose nao tifoide pode realmente
prolongar, em vez de limitar, o derramamento fecal desses organismos. O
estudo inicial de Nelson e colaboradores, com criangcas com salmonelose,
mostrou que aquelas que foram tratadas com ampicilina ou amoxicilina eram
mais propensas a ter excreg¢do prolongada e recaida clinica, que aquelas que
receberam placebo (NELSON et al., 1980). Estudos em animais sustentam a
hipétese de que os antibidticos funcionam dessa forma através da supresséo
dos efeitos protetores da microbiota bacteriana intestinal endogena, o que
resulta no fortalecimento das espécies resistentes de Salmonella (LI et al.,
2013).

Bons medicamentos para a infeccdo por Salmonella incluem
fluoroquinolonas, trimetoprim-sulfametoxazol (TMP-SMZ), ampicilina ou
cefalosporinas de terceira geragdo (por exemplo, ceftriaxona). Como a
resisténcia ao TMP-SMZ e a ampicilina é comum, o uso de uma cefalosporina
ou quinolona é razoavel, se as susceptibilidades forem desconhecidas. As
fluoroquinolonas nao sao aprovadas pela Food and Drug Administration dos
EUA para uso em criangas devido a preocupagao com os efeitos adversos na
cartilagem que foram observados em animais jovens (CONNOR; SCHWARTZ,
2005).

Dessa forma, com o aumento do uso das fluoroquinolonas, a resisténcia
a essa droga, resultado de uma mutagdo cromossémica, acabou sendo
relatada. Com o surgimento dessa resisténcia, doses maiores e mais
prolongadas de quinolonas passaram a ser administradas. Até 1998 a
resisténcia as quinolonas havia chegado a 76% (CONNOR; SCHWARTZ,

2005).0 surgimento de Salmonella multirresistente (MDR) € uma preocupacao
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mundial, uma vez que a ocorréncia de Salmonela MDR em alimentos é um
risco, representando aumento da gravidade das doengas transmitidas por
alimentos, levando ao aumento das taxas de hospitalizagdo e a possibilidade
de morte (ALVAREZ-FERNANDEZ et al., 2012; CHAIBA ABDELLAH, RHAZI
FILALI FOUZIA, CHAHLAOUI ABDELKADER, 2009; J.-W. et al., 2015). Este
fenbmeno é uma consequéncia do uso extensivo de antibidticos no tratamento

de seres humanos e animais.

3.5 Mecanismos de resisténcia aos B-lactamicos
Os B-lactamicos sao a classe de antimicrobianos a qual pertencem as
penicilinas, cefalosporinas, os carbapenémicos e os monobactamicos. Esses
compostos possuem em comum um anel B-lactamico (Figura 3) que define o
seu mecanismo de agdo, inibindo a sintese do peptidoglicano. Essa classe de
antimicrobianos possui uma grande importancia devido a sua eficacia
terapéutica (AZEVEDO, 2014)
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Figura 3- Estrutura quimica dos antibiéticos B-lactdmicos. Fonte:
Williams, 1999.

Os antibidticos B-lactdmicos inibem o ultimo passo na sintese do
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peptidoglicano, acilando a transpeptidase envolvida nos peptideos reticulados
para formar o peptidoglicano. Os alvos para as agbes dos antibidticos [-
lactdmicos sao conhecidos como proteinas de ligagédo a penicilina (PBPs). Essa
ligagcdo, por sua vez, interrompe o processo de transpeptidagao terminal e induz
a perda de viabilidade e lise, também através de processos autoliticos dentro da
célula bacteriana (Figura 4) (ECKBURG et al., 2019).

-
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Figura 4- Mecanismo de ag¢do dos Beta-lactdmicos. 1 — Competigdo entre o beta-lactdmico e o
pentapeptideo pela ligagdo com as PBPs. 2 — Unido covalente estavel entre a PBP e o anel beta-
lactdmico. 3 — Destruigdo do peptideoglicano. 4 — Nao formagdo da parede celular — morte

bacteriama. Legenda: NAG- N- Acetilglicosamina, NAM- acido N-acetilmurdmico.
Fonte:LIVROZZILA,2017.

Os antibidticos pertencentes a essa classe tém sido amplamente
utilizados ao longo dos anos na pratica clinica, sobretudo pela sua boa
tolerabilidade no organismo (ANVISA, 2007). Entretanto, devido ao surgimento
das enzimas conhecidas como (3- lactamases, o uso dos B-lactamicos tornou-se
ponderado. As B-lactamases, desde a sua descoberta ja foram classificadas de
diferentes formas, incluindo seu espectro hidrolitico, susceptibilidade a
inibidores e sua localizagdo genética. A classificacdo fenotipica apresenta
alguns problemas, visto que wuma mutagdo pontual pode alterar
substancialmente a especificidade da enzima pelo substrato e o poder de acao

dos inibidores, assim podendo mudar o grupo no qual a enzima é classificada
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(AMBLER, 1980; DZIDIC; SUSKOQVIC; KOS, 2008).

Atualmente estdo em uso dois sistemas de classificacdo para essas
enzimas, o primeiro é a classificacdo molecular de Ambler, que é baseada nos
motivos
conservados e na sequéncia aminoacidica que categoriza essas enzimas em
quatro, como as enzimas das classes A, B, C e D (AMBLER, 1980; UR
RAHMAN et al., 2018).As enzimas pertencentes a essas classes A, B, Ce D
utilizam serina para a hidrélise do B-lactamico e metaloenzimas de classe B que
requerem ions de zinco divalentes (ions metalicos) para a hidrdlise do
substrato.

A segunda categorizagédo € denominada classificacao funcional de Bush,
Jacoby e Medeiros, que agrupa diferentes B-lactamases de acordo com seus
perfis de substrato e inibidor. Este método correlaciona as B-lactamases com
fenotipos em isolados clinicos. A classificagédo funcional atualizada mais recente
€ composta por trés grupos: grupo 1 (classe C), cefalosporinases; grupo 2
(classes A e D), B- lactamases de espectro estendido, resistente a inibidores,
espectro estendido e carbapenemases de serina; e grupo 3 (classe B), metalo-
B-lactamases (BUSH; JACOBY, 2010; BUSH; JACOBY; MEDEIROS, 1995).

Apesar da sequéncia de aminoacidos ter se apresentado como uma
forma atrativa para a classificagdo das [B-lactamases, na pratica clinica, tal
abordagem nao é vantajosa. O problema ocorre, pois ainda nao é possivel
somente com ferramentas de biologia molecular predizer a fungdo enzimatica e
consequentemente o perfil de susceptibilidade do organismo que carreia a [3-
lactamase, além do fato de que para os clinicos € mais importante saber se
aquele organismo estudado é sensivel ou resistente a uma droga, do que a
sequéncia de aminoacidos da [(-lactamase carreada pela bactéria. Assim, a
classificagdo de Bush, Jacob e Medeiros, proposta em 1995, combinando a
estrutura com caracteristicas funcionais € a classificagcdo mais aceita, (K.
BUSH, G. JACOBY, 2015).

Entre as (B-lactamases, as ESBLs (B-lactamases de espectro estendido)
tém sido alvo de preocupacao e atencio pela comunidade cientifica nas ultimas
décadas (UR RAHMAN et al.,, 2018). Geralmente, as ESBLs tém origem

plasmidial e sdo conhecidas por sua capacidade de hidrolisar oximino-
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cefalosporinas (cefalosporinas de 3% e 42 geracdo). Além disso, estas s&o
geralmente suscetiveis a inibidores de (- lactamase, como acido clavulanico,
sulbactam e tazobactam (BRADFORD, 2001).

Classicamente, as ESBLs sdo definidas como enzimas originalmente
derivadas ou evoluidas a partir de B-lactamases de espectro estreito, e dessa
forma, adquiriram a capacidade de hidrolisar as cefalosporinas, penicilinas e
aztreonam de amplo espectro, mas ndo as cefamicinas (cefoxitina) ou
carbapenémicos por meio de sua atividade hidrolitica inibida pelos inibidores da
B -lactamase. Sao representantes mais antigas de ESBLs, TEM-1, TEM-2 e
SHV(AFEMA; MATHER; SISCHO, 2015; CDC, 2016; J.-W. et al., 2015).

A definicdo mais recente divide a ESBLs em classe A, B e C. As ESBLs
classe A compreendem as enzimas mais frequentemente encontrados, como
SHV, CTX-M e TEM. Essas enzimas sao principalmente transferiveis
horizontalmente e podem ser inativadas ou inibidas pelo acido clavulanico (UR
RAHMAN et al., 2018).A ocorréncia de Salmonellas carreando B-lactamases (a
maioria das quais, ESBLs) ja foi reportada em todo o mundo(ALLEN; POPPE,
2002; CHIU et al., 2004; SU et al., 2003; WINOKUR et al., 2000). No Brasil,
diversos relatos estdo descritos na literatura, sendo CTX-M, TEM, SHV e CMY
as B-lactamases mais frequentemente encontradas em isolados de Salmonella
(ALMEIDA et al., 2013; AZEVEDO, 2014; DA CUNHA-NETO et al., 2018; DIAS
DE OLIVEIRA et al., 2005; MEDEIROS et al., 2011; ZIECH et al., 2016)

Os genes que codificam essas cefalosporinases de espectro estendido
sdo geralmentetransportados por plasmideos, transposons ou integrons
conjugativos. Esses elementos genéticos moveis podem se espalhar
horizontalmente entre organismos entéricos. Assim, ndo apenas pode surgir a
resisténcia antimicrobiana nas salmonelas devido a pressdo de selegao
derivada do uso inadequado de antimicrobianos em animais, mas as
salmonelas suscetiveis a drogas também podem se tornar resistentes através
da aquisicao in vivo de plasmideos de resisténcia a drogas de outros patdgenos
entéricos no trato intestinal de pacientes (ALLEN; POPPE, 2002; CHIU et al.,
2004; SU et al., 2003).
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3.6 Mecanismos de resisténcia as quinolonas

As quinolonas sao drogas bactericidas sintéticas com atividade contra
microrganismos gram-negativos e gram-positivos, as quais surgiram no inicio
dos anos 60, com os primeiros exemplos possuindo um espectro estreito de
atividade com propriedades farmacocinéticas desfavoraveis. Com o tempo, o
desenvolvimento de novos antibioticos da classe levou a analogos aprimorados
com um espectro expandido e alta eficacia. Atualmente, essas drogas sé&o
amplamente utilizadas no tratamento de uma variedade de infecgbes (PHAM;
ZIORA; BLASKOVICH, 2019). As quinolonas sao uma familia de antibidticos
que contém uma estrutura quimica central biciclica (Figura 5). Elas agem
inibindo a acdo de topoisomerases tipo |l (DNA girase) e topoisomerase IV
(OLIPHANT; GREEN, 2002). O primeiro alvo de fluoroquinolonas em bactérias
gram-negativas € a DNA girase, que apresenta funcdo na replicacédo e
transcricdo do DNA, mais precisamente catalisa a superhelicoidizagdo negativa
do DNA(DRLICA et al., 2009).

Figura 5- Estrutura central dos antibiéticos quinolonas. Os radicais indicados de R1-R8 representam as
modificagbes possiveis para constituir as diferentes drogas da classe. Fonte: Adaptado de Pham et al., 2019.

As quinolonas podem ser classificadas em quatro geragdes, com base na
sua atividade antimicrobiana. Os agentes de primeira geragéo, usados hoje com
menos frequéncia, apresentam atividade moderada a microrganismos Gram-
negativos e distribuicdo sistémica minima. As quinolonas de segunda geragao
expandiram a atividade a Gram-negativos, mas limitaram a atividade a Gram-
positivos. A principal representante dessa classe é a ciprofloxacina, na qual é

relatada com um dos agentes antimicrobianos mais utilizados em todo o mundo.
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As quinolonas de terceira geragdo mantém atividade contra Gram-negativos,
mas melhoram a cobertura gram-positiva. Finalmente, os agentes de quarta
geracdo melhoram a cobertura contra Gram-positivos, mantém a cobertura
contra Gram-negativos e ganham cobertura anaerébica (DRLICA et al., 2009;
HOOPER, 2000; PHAM; ZIORA; BLASKOVICH, 2019).

O surgimento de resisténcia as quinolonas esta se tornando uma questao
critica que limita o uso dessa classe de antibidticos. Os mecanismos de
resisténcia sdo classificados em duas categorias diferentes, com base em
mutagcdes nos genes bacterianos (mutagdo nos genes que codificam os alvos
da DNA girase e.topoisomerase |V ou outras alteragdes gendmicas que afetam
a agaode antibidticos) versus a aquisicdo de genes de resisténcia de outras
fontes (aquisicdo de plasmideo ambiente ou outras estirpes resistentes, com
multiplas vias de resisténcia)(DRLICA et al., 2009).

Acreditava-se que pelo fato das quinolonas serem antibiéticos sintéticos,
mecanismos resisténcia carreados por plasmideos dificiimente existiram. No
entanto, em 1998, 31 anos apos o acido nalidixico comecgar a ser utilizado
clinicamente e 12 anos apds a aprovacao das fluoroquinolonas modernas,
Martinez-Martinez et al. descreveram o primeiro caso de resisténcia mediada
por plasmideo (MARTINEZ- MARTINEZ; PASCUAL; JACOBY, 1998). A
transmissao desses plasmideos de resisténcia ocorre através da transferéncia
horizontal e vertical. Trés familias de genes relatadas estdo envolvidas nesse
tipo de resisténcia a quinolona mediada por plasmideo (STRAHILEVITZ et al.,
2009).

A primeira proteina codificada por plasmideo é Qnr, uma proteina da
familia de repeticdo de pentapeptideos (TRAN; JACOBY, 2002). Essas
proteinas sdo dobradas na forma de B-hélice quadrilateral direita e dimerizam
para formatar a estrutura em forma de bastonete com tamanho, forma e
superficie eletrostatica que imitam a forma B do DNA. Mais de 100 variantes
foram descobertas em isolados clinicos, classificados em 6 subfamilias (gnrA,
qnrB, gnrC, qnrD, qnrS e qnrVC ) (PHAM; ZIORA; BLASKOVICH, 2019).

Foi relatado que o gene gnr se origina nos cromossomos de muitas
bactérias aquaticas; com gnrAoriginalmente de algas de Shewanella, qnrB de

Citrobacter spp., qnrC, qnrS e qnrVC de Vibrio spp. eqnrD e qnrE de
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Enterobacter spp. (SANCHEZ et al., 2008).Essas proteinas Qnr competem com
a ligacdo do DNA as enzimas, inibindo a entrada de quinolona nos complexos
de clivagem e reduzindo o numero de quebras de fita dupla nos cromossomos,
resultando em reducgéo da toxicidade da quinolona nos cromossomos (TRAN;
JACOBY, 2002).

A segunda proteina codificada por plasmideo envolvida na resisténcia a
quinolona € a AAC (6 ') - Ib-cr, um derivado da acetiltransferase de
aminoglicosideo que possui muta¢des em Trp102Arg e Asp179Tyr. Essas duas
mutacgdes Unicas distinguem essa enzima variante de outras enzimas e levam
ao direcionamento.especifico de quinolonas com uma amina no esqueleto do
anel piperazinil, como ciprofloxacina, norfloxacina e enoxacina (VETTING et al.,
2008)

A terceira familia associada a resisténcia a quinolona sao as bombas de
efluxo de quinolona mediadas por plasmideo, incluindo OgxAB e QepA. OgxAB
€ uma bomba de efluxo codificada pelo plasmideo conjugativo pOLAS52
encontrado em cepas de E. coliisoladas de esterco suino. Foi recentemente
detectado em isolados clinicos humanos de E. colie K. pneumoniae. As
bactérias com esse gene ogxAB eram 8 a 16 vezes menos suscetiveis ao acido
nalidixico e a ciprofloxacina, respectivamente. Essa bomba de efluxo nao
apenas medeia a resisténcia a quinolonas de baixo nivel, mas também ajuda as
bactérias a sobreviver sob baixa concentracdo de quinolonas, facilitando assim
o desenvolvimento subsequente de resisténcia de nivel superior (VETTING et
al., 2008).

Outra nova bomba de efluxo de quinolona mediada por plasmideo é a
QepA, que é codificada pelo plasmideo pHPA encontrado em isolados clinicos
de E. colido Japdo. E uma bomba de efluxo da familia dos principais
facilitadores que diminui a suscetibilidade bacteriana as quinolonas hidrofilicas.
Esses genes codificadores de bombas de efluxo multirresistentes ndo causam
diretamente altos niveis de resisténcia as quinolonas, mas podem facilitar o
desenvolvimento de mutagdes nas enzimas topoisomerase, permitindo que as
bactérias se adaptem a baixas concentracbes de quinolonas no interior das
bactérias (ALDRED et al., 2017).
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Quadro 1. Determinantes de resisténcia as quinolonas mediada por plasmideos.

qnrS Mimetiza o DNA
qnrB Diminui a ligacao das enzimas ao DNA — diminuindo os alvos enzimaticos no
Cromossomo
qnrC
qnrD . . . - . .
Ligam-se as enzimas e inibem a entrada de quinolonas nos complexos de clivagem
qnrVC
aac (6 ') -
Ib-cr
Bombas de efluxo de quinolona mediadas por plasmideos
OgxAB Aumenta a atividade da bomba de efluxo
QepA Diminui a suscetibilidade as quinolonas hidrofilicas

Fonte: Adaptado de PHAM; ZIORA; BLASKOVICH, 2019

O acumulo desses genes de resisténcia plasmidiais facilita o desenvolvimento
de resisténcia a quinolona em altos niveis e foram detectados em varias espécies
bacterianas em muitos paises ao redor do mundo, incluindo Salmonella. Ha relatos
das variantes dos genes qnr identificados em perus na Europa (VELDMAN et al.,
2011), na Espanha e na Itdlia (POIREL; CATTOIR; NORDMANN, 2012), nos
Estados Unidos (ROBICSEK; JACOBY; HOOPER, 2006) e na China
(STRAHILEVITZ et al., 2009).No Brasil um estudo de 2016 conduzido por Pribul e
colaboradores, investigou 129 Salmonellas isoladas de humanos e aves. Em 15

delas foram detectados os genes gnrB, qnrS e gnrD (PRIBUL et al., 2016)..

4. MATERIAIS E METODOS

Todos os experimentos listados abaixo foram realizados no Laboratério
de Genética, Bioquimica e Sequenciamento de DNA (Laboratério Genoma), da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

4.1 isolados bacterianos

Os isolados bacterianos de Salmonella spp. utilizados nesse estudo

foram anteriormente isolados a partir de carcagas de frango comercializadas em
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8 mercados publicos da cidade do Recife/PE (Tabela 1) e foram previamente

identificados e caracterizados pelo laboratério de inspecdo de carne e leite

(LICAL) do Departamento de Medicina Veterinaria, da Universidade Federal

Rural de Pernambuco.

Tabela 1. Isolados e diferentes locais de coleta.

Isolado Local Data de coleta
1 27/11/2018
2 Mercado de Santo Amaro 14/01/2019
3 14/01/2019
4 08/11/2018
5 08/11/2018
° Mercado Sao José 08/11/2018
7 08/11/2018
8 08/11/2018
9 08/11/2018
10 Mercado da Encruzilhada 08/01/2019
11 Mercado da Boa vista 02/01/2019
12 07/01/2019
13 07/01/2019
14 07/01/2019
15 Mercado de Afogados 07/01/2019
16 07/01/2019
17 07/01/2019
18 07/01/2019
19 29/11/2018
20 Mercado de Agua Fria 15/01/2019
21 15/01/2019

4.2 Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos

O perfil de susceptibilidade dos isolados aos agentes antimicrobianos

ampicilina, clorafenicol, ciprofloxacino, ceftriaxona, sulfametoxazol/trimetroprim,

imipenem, amoxicilina/acido clavulanico, ceftazidima, cefotaxima e aztreonam,

foi testado pelo método de disco-difusdo em agar de acordo com as normas

preconizadas pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI,

2018).
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4.3 Analises Moleculares

4.3.1 Isolamento do DNA

O DNA utilizado nas analises moleculares foi obtido utilizando-se
suspensdes bacterianas constituidas de coldnias frescas (crescidas por 16-18
horas em agar Luria Bertani) inoculadas em aproximadamente 300uL de agua
ultrapura livre de nuclease, homogeneizadas com o auxilio de um agitador de

tubos vértex (Vision Scientific).

4.3.2 Analise do perfil genético dos isolados

Para analise do perfil genético dos isolados de Salmonella spp. foi
utiizada a técnica molecular de ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive
Intergenic Consensus- PCR), a qual permite comparar e identificar variagdes no
conteudo genético de estirpes bacterianas homodlogas (VERSALOVIC et al.,
1991). Para reagdo foram utilizados os primers ERIC-1R ( 5'-
ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3' ) e ERIC-2
(5'AAGTAAGTGACTGGGGGGGCCG-3") (Sigma Aldrich) (VERSALOVIC et al.,

1991)com modificagdes descritas por Frendi et al., 2013.

A PCR foi realizada em uma solugdo de 25 yL contendo 1U de Taq
Polimerase (Promega®), Tampao da Taq Polimerase 1X, 200uM de dNTP
(Invitrogen), 2mM de MgCI2, 0,1uM de cada primer (Exxtend) e 3pL de
suspensao bacteriana. As condi¢cdes de PCR foram de um ciclo a 95 ° C por 10
min, seguidas por 4 ciclos de 5mina 94 °C,5mina40°Ce5mina72°Ce
seguidas por 30 ciclosde 1 mina94 °C,1Tmina55°Ce2mina72°C,ea
ultima extensdo a 72 ° C por 10 min. Uma aliquota de 10 ul de cada reagao de
amplificagao foi analisada usando eletroforese em gel de agarose a 2% durante

uma corrida de 2 horas.

4.3.4 Deteccao dos genes de Resisténcia

A investigagao dos genes que conferem resisténcia aos B-lactamicos,
quinolonas e sulfonamidas foi realizada a partir da técnica de Reagdo em

Cadeia da Polimerase (PCR).
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4.3.5 Condicdes de PCR

As reacgoes para as PCRs uniplex foram preparadas para um volume final
de 25uL contendo 1U de Taq Polimerase (Promega®), Tampado da Taq
Polimerase 1X, 200uM de dNTP (Invitrogen), 2mM de MgCl2, 0,1uM de cada

primer (Extend) e 2uL de suspenséo bacteriana.

4.3.6 Deteccao dos genes de B-lactamases

A investigacdo dos genes de B-lactamases foi realizada por diferentes
PCRs uniplex, como descrito no item 4.3.2. As reagbes visaram detectar a
presenga dos genes blactx-m, blasHv, blatem e blakec-2. Para a realizagdo das
PCRs do gene blakpc-2 a seguinte ciclagem foi utilizada: 10 minutos a 95°C,
seguidos de 35 ciclos de amplificagdo contendo: 1 minuto a 95°C, 30 segundos
a 58°C e 1 minuto a 72°C e um ciclo de 10 minutos a 72°C para extenséo final.

Para os demais genes, a ciclagem utilizada foi a listada a seguir,
alterando-se apenas as temperaturas de anelamento, sendo 56°C para blactx-m
e 52°C para blashv e blatem. A ciclagem para esses genes foi: 10 minutos a
94°C, seguidos de 30 ciclos de amplificacdo contendo: 1 minuto a 94°C, 1
minuto a 52°C e 1 minuto a 72°C e um ciclo de 10 minutos a 72°C para
extensdo final. Os primers utilizados ao longo das reagbes citadas

anteriormente estao listados na Tabela 2.

Tabela 2. Primers utilizados para detecgéo dos genes de B-lactamases.

Primer| Sequéncia 5’ 3’ Gene alvo | Produto Referéncia

F| TGTCACTGTATCGCCGTC
KPC || CTCAGTGCTCTACAGAAAACG |~ C | 1011pb

F| SCSATGTGCAGYACCAGTAA Bratu S et. al., 2005
CTX-M |R| CCGCRATATGRTTGGTGGTG blaCTXM 1 500pb

F| TCGGGGAAATGTGCGCG
TEM |R| TGCTTAATCAGTGAGGCACC bIETEM 1 700pb

F| TTATCTCCCTGTTAGCCACC Cao V, etal, 2002
SHY 2T GattrecTeaTTTcaeTces | PasSHY | 900pb

30



4.3.7 Deteccao dos genes de resisténcia as quinolonas

A investigacdo dos genes de resisténcia as quinolonas foi realizada por
diferentes PCRs uniplex, como descrito no item 4.3.2. As reagdes visaram
detectar a presencga dos genes qnrA,qnrB, gnrC, gnrD e gnrS. Para a realizag&o
das PCRs, a seguinte ciclagem foi utilizada: 10 minutos a 95°C, seguidos de 35
ciclos de amplificagdo contendo: 1 minuto a 95°C, 30 1 minuto a 54°C e 1
minuto a 72°C e um ciclo de 10 minutos a 72°C para extensao final. Os primers
utilizados ao longo das reagdes citadas anteriormente estido listados na Tabela
3.

Tabela 3. Primers utilizados para detec¢do dos genes de resisténcia as quinolonas.

Primer Sequéncia de 5’3’ Gene Alvo | Produto Referéncia
qnrA-F | AGAGGA TTT CTC ACG CCA GG

qnrA 580pb
gnrA-R | TGC CAG GCACAG ATCTTG AC

CATTOIR, V. et al. 2007.

qnrB-F GGM ATHGAAATTCGCCACT

qnrB 264pb
gnrB-R | TTT GCY GYY CGC CAG TCG AA
qnrC-F | GGG TTG TAC ATT TAT TGA ATC

qnrC 447pb | WANG, X. D. et al. 2009.
gnrC-R TCC ACT TTACGA GGT TCT
qnrD-F CGA GAT CAA TI\T ACG GGG AAT CAVACO, L. M. et al.

gnrD 582pb 2009
qnrD-R AAC AAG CTG AAG CGC CTG

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Perfil de resisténcia dos isolados de Salmonella spp.

Das 21 amostras submetidas ao teste por disco difusdo, 4 apresentaram
resisténcia a quatro dos antibiéticos testados. Sendo essas 1,15,16 e 1. A amostra 1
mostrou-se resistente a Ampicilina, Ceftriaxona, Ciprofloxacina eSulfametoxazol +
Trimetoprim. Enquanto as amostras 15, 16 e 17 mostraram-se resistentes a
Ampicilina, Ceftriaxona, Cloranfenicol e Sulfametoxazol + Trimetoprim. O isolado 21,

demostrou resisténcia a cefotaxima, além dos antibiéticos anteriormente citados,
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com excecao do cloranfenicol, sendo, portanto, resistente a cinco antibiéticos.

As amostras 12, 13, 18 e 20 apresentaram resisténcia a trés antibidticos,
sendo eles: Ampicilina, Ceftriaxona, e Sulfametoxazol + Trimetoprim. Os demais
isolados demostraram sensibilidade a maioria dos antibidticos testados, como é
possivel observar na Tabela 4. O perfil exibido pelos isolados resistentes nesse
estudo (38%) indica que eles configuram-se como bactérias resistentes a multiplas
drogas (MDR), condigdo em que o microrganismo apresenta resisténcia a pelo
menos trés classes de antimicrobianos (MAGIORAKOS et al., 2012).A ocorréncia de
cepas de Salmonella MDR em produtos alimenticios no Brasil vem aumentando ao
longo dos anos (ALMEIDA et al., 2013; BAPTISTA et al., 2018; MACIEL;
MACHADO; AVANCINI, 2019; TAUNAY et al.,, 1996; VOSS-RECH et al.,2015).
Patogenos multidroga resistentes sdo associados a alta morbidade, em comparagao
com cepas sensiveis, uma vez que representam uma dificuldade no tratamento de
doencgas humanas e de animais.

Quanto os dados referentes ao perfil de resisténcia dos isolados e o local de
coleta sdo associados, observa-se que a maioria das cepas que apresentaram
resisténcia a trés ou mais antibioticos sdo provenientes do mesmo local, o Mercado
de Afogados (13, 15, 16, 17, 18). Esses resultados podem indicar que tenha havido
uma contaminacao cruzada entre os vendedores ou ainda que as aves tenham sido

oriundas do mesmo fornecedor, tendo sofrido uma contaminag&o prévia.
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Tabela 4. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos dos isolados de Salmonella spp. realizados por disco difusao.

Isolado AMP AMC CRO CTX CAZ IPM ATM CLO CIP SUT
1 R S R S S S S S R R
2 S S S S S S S S I S
3 S S S S S S S S R R
4 R S I S S S S S S S
5 S S S S S S S S I S
6 S S I S S S S S R S
7 S S I S S S S S I S
8 S S S S S S S S R S
9 S S I S S S S S I S
10 S S S S S S S S I S
11 S S S S S S S S I S
12 R S R S S S S S I R
13 R S R S S S S S I R
14 S S S S S S S S I S
15 R S R S S S S R S R
16 R S R S S S S R S R
17 R S R S S S S R S R
18 R S R S S S S S S R
19 S S S S S S S S S S
20 R S R S S S S S S R
21 R S R R S S S S R R

Legenda: AMP- Ampicilina; AMC- Amoxicilina + clavulanato; CRO- Ceftriaxona; CTX- Cefotaxima; CAZ- Ceftazidima; IPM- Imipenem; ATM-
Aztreonam; CLO- Cloranfenicol; CIP- Ciprofloxacina; SUT- Sulfametoxazol + Trimetoprim.S - Sensivel; R- Resistente; |- Intermediario..
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5.2 Relagao clonal entre os isolados e determinantes

génicos de resisténcia

A partir dos dados gerados pela ERIC-PCR foi possivel estabelecer um
padrao de relagéo filogenética preditivo entre os isolados de Salmonella incluidos
no estudo. Como pode ser observado na Figura 6, os isolados demonstraram um
padrédo que variou de 3 a 9 bandas, o que revelou a presenca de diferentes
gendtipos com padrao indistinguivel entre si e outros, cujo padréo, se diferencia
por apenas uma ou duas bandas.

Os isolados 2, 3, 4 e 5 apresentaram perfis genéticos idénticos. Apesar de
se tratarem de microrganismos isolados de diferentes locais, os Mercados de
Santo Amaro e Sao José sao relativamente préoximos, com cerca de 5km de
distdncia, o que pode indicar a possibilidade de os vendedores possuirem um
fornecedor em comum, de onde originou a contaminagao por Salmonella MDR.

Os isolados 6, 7 e 8 oriundos do Mercado Sao José, também apresentam
perfis indistinguiveis. O mercado de Afogados apresentou uma maior quantidade
de cepas possivelmente caracterizadas como clones, sendo elas 12, 14, 15, 16 e
18. Neste caso, além da possibilidade de um mesmo fornecedor, de acordo com
Germano & Germano (2000) um conjunto de falhas nas condi¢cbes de higiene,
desde a exposicdo dos produtos a poeira e insetos, até o compartiihamento
inadequado dos utensilios como facas e recipientes entre os comerciantes, pode
contribuir para a contaminagao desses alimentos, resultando na disseminacao dos
isolados isogénicos (AZEVEDO, 2014).

As amostras 9, 11, 20 e 21 foram consideradas intimamente relacionadas
geneticamente, pois possuem um padrdo de bandas semelhante, diferindo apenas
em uma (9 e 21) ou duas bandas (11 e 20). Segundo Tenover e colaboradores,
isolados intimamente relacionados, geralmente sofreram um Unico evento
mutacional, ou seja, uma mutagcdo pontual, inser¢do ou exclusdo no seu genoma
(TENOVER et al., 1995).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Figura 6- Gel de agarose a 2% referente a corrida de ERIC-PCR. Legenda: M — Marcador de 1000pb; 1-21 — isolados do

estudo.

Os resultados obtidos através da busca por determinantes de resisténcia
revelaram a presenca de diversos genes que codificam B-lactamases (Figuras 7 e
8), bem como genes que conferem resisténcia as quinolonas (Figuras 9, 10 e 11)
(Tabela 5). Tais achados corroboram com o perfil clonal dos isolados, uma vez que,
as cepas que apresentaram padrdo indistinguivel na ERIC-PCR, possuem os
mesmos determinantes génicos de resisténcia (Quadro 2).

A transmissdo horizontal de genes por plasmideos que codificam as B-
lactamases sdo uma constante preocupacdo no controle da resisténcia aos -
lactdmicos (GYLES, 2008). As cefalosporinas de terceira geragdo assim como as
quinolonas sao consideradas medicamentos criticos no tratamento de salmonelose
invasiva no homem, sendo a circulacdo de cepas resistentes a estes medicamentos
um ponto importante de controle na cadeia alimentar, pois constituem uma ameaca a
saude publica (BORGES et al.,, 2019; MACIEL; MACHADO; AVANCINI, 2019;
SIVASANKAR et al., 2020).

Existe uma grande preocupacédo mundial a respeito da emergéncia cada vez
mais frequente de cepas multirresistentes do género Salmonella (STEVE YAN et al.,
2003). Essa condicao de multirresisténcia traz preocupag¢des acerca das possiveis
implicagbes no tratamento de casos graves de Salmonelose, além de representa

35



uma ameaga a agropecuaria.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 1516 17 18 19 20 21 B C+

500pb

Figura 7- Gel de agarose a 1% referente a amplificagdo do gene blaCTX-M-like. Legenda: M — Marcador de 1000pb; B —
Branco; 1-21 — isolados do estudo,; C+ - controle positivo.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1M 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
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Figura 8- Gel de agarose a 1% referente a amplificagdo do gene blaTEM-like. Legenda: M — Marcador de 100pb; 1-21 —
isolados do estudo.

S0ph rm e

L LI LY T 0;0

Figura 9- Gel de agarose a 1% referente a amplificagdo do gene qnrA. Legenda: M — Marcador de 100pb; B — Branco; 1-21 —
isolados do estudo.
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 1516 17 18 19 20 21 B

Figura 10- Gel de agarose a 1% referente a amplificagdo do gene qnrB. Legenda: M — Marcador de 100pb; 1-21 — isolados do
estudo.

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 21

500pb

Figura 11- Gel de agarose a 1% referente a amplificagdo do gene qnrD.. Legenda: M — Marcador de 100pb; 1-21 — isolados do
estudo.
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Tabela 5. Determinantes génicos de resisténcia investigados no estudo.

Resisténcia aos B-Lactamicos

Resisténcia as Quinolonas

Isolado I%ZTEM B ;‘13 LZSHV' z/j/%lx- BlaKPC-2 qnrA qnrB qnC qrnD
1 + - - - + + - -
2 + - - - + + - -
3 + - - - + + - +
4 + - - - + + - -
5 + - - - + + - +
6 + - - - + + - +
7 + - - - + + - +
8 + - - - + + - +
9 + - - - + + - +

10 + - + - - + - -
11 + - - - - + - -
12 + - + - - + - -
13 + - + - - + - -
14 + - + - - + - -
15 + - + - - + - -
16 + - + - - + - +
17 - - + - - + - +
18 + - + - - + - +
19 + - - - - + - +
20 + - - - - + - +
21 + - - - + + - +
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Quadro 2. Caracteristicas fenotipicas e moleculares dos isolados de Salmonella spp. analisados no

trabalho
Perfil de Determinantes génicos de
Isolados Local clonalidade resisténcia

1 Subtipo A1 Blatem-ike, qnra, qnrB

2 Mercado de Santo Amaro BlaTemiie, gnrA, qnrB

3 Blatem-ike, gnrA, qnrB, qnrD

4 Clone A Blatem-iike, gnra, qnrB

5 Bla TEM-like, qnrA, qnrB, qnrD

6 Blatem-iike, gnra, qnrB, qnrD

7 Mercado Sao José Clone B Blatem-iike, gnra, qnrB, qnrD

8 Bla TEM-like, qnrA, qnrB, qnrD

9 SUthpO B1 Blatem-iike, gnra, qnrs, qnrD

10 Mercado da Encruzilhada Blatem-iike, Blactx-m-like, qnrs

Subtipo C1

1 Mercado da Boa vista Blatem-iike, qnrs

12 Clone C Blatem-iike, Blactx-m-like, qnrs
13 Subtipo C1 Blatem-iike, Blactx-m-like, qnrs
14 Blatem-iike, BlacTx-Mm-like, qnrB
15 Blatem-iike, Blactx-m-like, qnrs

Clone C
Mercado de Afogados

16 Blatem-iike, Blactx-m-like, qnrs, qnrD
17 Subtipo C1 Blatem-iike, Blactx-m-like, qnrs, qnrD
18 Clone C Blatem-iike, Blactx-m-like, qnrs, qnrD
19 Blatem-iike, gnrB, gmrD
20 Mercado de Agua Fria Subtipo C1 Blatem-iike, gnrs, qmeDd
21 BIaTEM—Iike, qnrA, gnrB, gmrD

39




6. CONCLUSOES

A detecgdo de diferentes genes de B-lactamases e determinantes
de resisténcia as quinolonas demonstra o acumulo de mecanismos
de resisténcia nos isolados analisados, sendo a pressao seletiva
exercida pela utilizagdo indiscriminada de antibidticos na
agropecuaria um importante fator para disseminagcado destas cepas
resistentes.

A disseminagao de diferentes grupos policlonais de Salmonella spp.
MDR, em carcagas de frango, mostrada nesse estudo, reforca a
necessidade de controles efetivos de contencdo desse
microrganismo, que além de se configurar com um risco a saude
publica, também ¢é responsavel por perdas econdmicas

consideraveis.
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