UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOCIENCIA ANIMAL

NATALY SAYONARA DA SILVA MELO

Deteccédo de genes de resisténcia em isolados de Salmonella spp. formadores
de biofilme oriundos de carcacas de frango in natura comercializadas em
mercados publicos da cidade do Recife - PE

RECIFE - PE
2020



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOCIENCIA ANIMAL

NATALY SAYONARA DA SILVA MELO

Deteccao de genes de resisténcia em isolados de Salmonella spp. formadores
de biofilme oriundos de carcacas de frango in natura comercializadas em
mercados publicos da cidade do Recife - PE

RECIFE - PE
2020

Trabalho de dissertacéo
apresentado ao Programa de
pés-graduacdo em Biociéncia
Animal da Universidade Federal
Rural de Pernambuco, como pré-
requisito parcial para obtencédo do
grau de Mestre em Biociéncia
Animal.

Orientadora: Profa. Dra. Elizabeth
Sampaio de Medeiros

Coorientador: Prof. Dr. Marcelo
Mendonca



Dados Internacionais de Catalogac¢&o na Publicacédo
Universidade Federal Rural de Pernambuco

Sistema Integrado de Bibliotecas
Gerada automaticamente, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

S586d Melo, Nataly Sayonara da Silva
Deteccéo de genes de resisténcia em isolados de Salmonella spp. formadores de biofilme
oriundos de carcacgas de frango in natura comercializadas em mercados publicos da cidade do
Recife - PE / Nataly Sayonara da Silva Melo. - 2020.
60 f. il

Orientadora: Elizabeth
Sampaio de .
Coorientadora: Marcelo
Mendonca. Inclui
referéncias.

Dissertagdo (Mestrado) - Universidade Federal Rural de Pernambuco, Programa de Pés-
Graduagdo em Biociéncia Animal, Recife, 2020.

1. Salmonella spp. 2. ?-lactamicos. 3. infeccdo alimentar. I. , Elizabeth Sampaio de, orient. II.
Mendonca, Marcelo, coorient. Ill. Titulo

CDD 636.089




NATALY SAYONARA DA SILVA MELO

Deteccédo de genes de resisténcia em isolados de Salmonella spp. formadores
de biofilme oriundos de carcacas de frango in natura comercializadas em
mercados publicos da cidade do Recife — PE

Trabalho de dissertacdo
apresentado ao Programa de
pés-graduagcdo em Biociéncia
Animal da Universidade Federal
Rural de Pernambuco, como pré-
requisito parcial para obtencéo do
grau de Mestre em Biociéncia
Animal.

Aprovada em 18 de fevereiro de 2020

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Marcelo Mendoncga
Medicina Veterinaria - UFAPE (Coorientador)
Presidente da banca

Prof2 Dra Anna Carolina Soares Almeida
Departamento de biologia — UFRPE
Membro titular

Dra. Amanda Rafaela Carneiro de Mesquita
Departamento de Tecnologia Rural — UFRPE
Membro titular

Fernanda Maria Lino de Moura
Médica Veterinaria
Membro suplente



Dedico este trabalho a minha familia, por toda for¢ca e acolhimento, e a
Ana Patricia Oliveira Peixoto (in memoriam)



AGRADECIMENTOS

Agradeco ao universo, por todas as oportunidades e por todos o0s seres
gue surgiram em meu caminho.

Agradeco a dona Maria Trindade e seu Ivan por terem me permitido entrar
em suas vidas. Aos meus irméos, Viviane, Eveline, Erica e Erondes por terem
dedicado parte de suas vidas a minha criagdo e por terem contribuido tanto para
0 meu crescimento. Agradeco também a todos os meus sobrinhos por me
proporcionarem tantos momentos. Ser tia € a melhor coisa.

Aos meus amigos de longa data, e aos que ndo fazem tanto tempo assim.
Obrigada por toda forca e carinho.

Agradeco a todos os professores que tive, e que me ajudaram a subir cada
degrau até aqui, e mais estao por vir.

Agradeco a minha equipe favorita do laboratério, Maria Goretti, Jéssica
Martins, e Fernanda Lino, obrigada por tudo meninas. E a todos os colegas de
laboratério.

Agradeco a minha orientadora Prof Dra Elizabeth Sampaio de Medeiros e
ao meu coorientador prof Dr Marcelo Mendonca por terem me recebido e por
todos os ensinamentos. Agradecimento especial a Prof Dra Anna Carolina Soares
Almeida por ter me recebido em seu laboratério e por ajudado a dar uma nova
roupagem a este trabalho, obrigada. Agradeco também a todos os seus
orientados por me receberem tdo bem e me ajudarem com o experimento, em
especial Paula Salgueiro, obrigada pelas aulas.

Muito obrigada, de coracéao!



“O importante é estar pronto, a qualquer momento, a sacrificar aquilo que somos a
favor do que podemos vir a ser.”

Charles Dubois

“O caminho ao louco pertence.” (Autor desconhecido)



RESUMO

Salmonella spp. é responsavel por causar problemas para a industria de
alimentos, e para saude publica, uma vez que pode causar salmonelose, uma das
mais importantes doencgas transmitidas por alimentos. Além disso, sdo capazes de
formar biofilmes, que possibilitam a permanéncia deste agente nas superficies,
tornando-se fontes constantes de contaminagdo dos alimentos. A carne de frango é
considerada uma das mais importantes fontes na disseminacdo deste
microrganismo. Assim, 0 objetivo deste estudo foi isolar, avaliar a capacidade de
formacéo de biofilme, o perfil de susceptibilidade, e detectar a presenca de genes
de resisténcia em cepas de Salmonella spp. isoladas de carne de frango in natura
comercializada em mercados publicos de Recife — PE. Foram adquiridas 61
carcacas de frango nestes locais de comercializacdo, que em seguida foram
encaminhadas para o Laboratério de Inspecédo de carne e leite, da Universidade
Federal Rural de Pernambuco, para a realizacdo d as andlises. 21 das 61 carcacas
foram positivas para a presenca de Salmonella spp. Todos os isolados foram capazes
de formar biofilme, e foram classificados com fracos formadores de biofilme. No
teste de susceptibilidade aos antimicrobianos, 47,61% (10/21), 42,85% (09/21),
4,76% (01/21), 14,28% (03/21), 23,80% (05/21), 47,61% (10/21) do total de amostras
foram resistentes a ampicilina, cefotaxima, cloranfenicol, ciprofloxacina,e
sulfametoxazol + trimetoprim, respectivamente. Genes de resisténcia foram
detectados em todos os isolados. A presenca de genes de resisténcia em cepas de
Salmonella spp. capazes de formar biofilme, provenientes de carcacas de frango no
presente estudo € preocupante, uma vez que tais genes conseguem ser
disseminados por toda a cadeia de alimentos, e configuram assim riscos a saude
publica, visto que a presenca de cepas patogénicas de Salmonella spp. e
multirresistentes a antimicrobianos comprometem o tratamento das infeccbes e
acarretam prejuizos a saude dos consumidores.



ABSTRACT

Salmonella spp. causes problems in the food industry, and also to the public health,
as some strains may cause salmonellosis, considered the main foodborne illness.
Additionally, these microorganisms are capable to form biofilm, that allows them to
stay for long periods on the surfaces for long periods. Thus, it becomes a constant
source of food contaminants. Poultry meat is one of the most important sources of
Salmonella spp. dissemination. Therefore, the aim of this research was to isolate and
evaluate the biofilm formation capacity, and also the susceptibility profile to
antimicrobials, and the detection of resistance genes in Salmonella spp. strains from
fresh poultry carcasses. 21 poultry carcasses were positive to the presence of
Salmonella spp. All the 21 strains formed biofilm and were classified as weak biofilm
former. The susceptibility profile to antimicrobials, 47,61% (10/21), 42,85% (09/21),
4,76% (01/21), 14,28% (03/21), 23,80% (05/21), 47,61% (10/21) of the strains were
resistant to ampiciline, cefotaxime, chloramphenicol, ciprofloxacin and
sulfamethoxazole + trimethoprim, respectively. blaTEM-like, blaCTX-M- like, gnrA,
gnrB e gnrD genes were detected in the strains. The presence of these genes in
Salmonella spp. strains biofilm former isolated from Poultry carcasses in this study is
alarming, as these genes can be transmitted in the whole production chain.
Therefore, it can be considered a public health problem, since pathogenic and
multidrug resistant Salmonella spp. strains may affect the treatment of infections,
thus brings losses to the health of consumers.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € o maior exportador de carne de frango do mundo, seguido
pelos Estados Unidos da América e a Unido Europeia, e é considerado o segundo
maior produtor, com producdo de 13,05 milhdes de toneladas de carne de frango em
2017. O consumo per capita de carne de frango no Brasil foi de 42,07 kg (ABPA,
2018).

O setor avicola no Brasil sofreu diversas mudancas nos ultimos anos, e
cresce constantemente, em razdo do desenvolvimento do mercado interno, como
também pelo 0 aumento das exportacées (SHINOHARA et al., 2008). O que também
€ associado em razdo da carne de frango ser uma fonte de proteina acessivel a
populacdo (CHANG, 2007).

Entretanto, a carne de frango pode ser contaminada por diversos tipos
de microrganismos, desde aqueles que causam deterioracdo do produto, até aquele
considerados patogénicos. Mundialmente, a maior fonte de doengas transmitidas por
alimentos (DTA’s) para seres humanos sdo os produtos carneos, onde se destaca a
carne de frango (ANTUNES et al., 2015). Fatores como operacionalizacao
insatisfatéria das diversas etapas do processamento das aves, cozimento
armazenamento inadequados, contaminagao cruzada e uso de ingredientes crus no
preparo dos alimentos, sdo os fatores mais comuns que contribuem para o
surgimento das DTA’s (AKBAR & ANAL, 2013).

As DTA’s sdo um problema de saude publica em todo o mundo. A
diarreia é o sintoma de carater agudo mais comum nos casos de DTA’s, porém
gquando o individuo acometido € imunodeprimido e nao recebe tratamento
adequado podem acorrer sintomas mais severos, como, faléncias renal e hepatica,

desordem cerebral e neural, e o 6bito (WHO, 2019).

Bactérias do género Salmonella estdo entre o0s principais
microrganismos causadores de doencas de origem alimentar. Estes microrganismos
sao responsaveis por causar a salmonelose, considerada uma das mais importantes

DTA’s para seres humanos associada a diversos produtos alimentares, como por
13



exemplo os produtos avicolas, constituindo assim um importante problema de saude
publica (OLOBATOKE, 2017; WHO, 2019).

Outro problema relacionado a presenca de Salmonella spp em
carcacas de frango diz respeito a resisténcia antimicrobiana devido ao uso de
agentes antimicrobianos como promotores de crescimento na producgdo avicola
(SILVA et al., 2014; LUGITO & CUCUNAWANGSIH, 2017).

A ampla utilizacdo de agentes antimicrobianos na producdo animal
tem sido debatida em todo o mundo. Segundo Lai et al (2014), o uso indiscriminado
de agentes antimicrobianos na producédo animal exerce pressao de selecéo sobre as
bactérias, o que favorece a persisténcia de cepas resistentes. Que sdo muitas vezes
transferidas dos alimentos de origem animal para os seres humanos através do
consumo destes alimentos (GEBREYES et al., 2017).

Além do impacto a saude publica, a presenca de bactérias patogénicas,
como algumas do bactérias do género Salmonella carretam grande impacto na
industria de alimentos de origem animal, como a da carne de frango. Uma das
maiores preocupacdes do setor diz respeito a capacidade de formacéo de biofilme
por estes agentes. Os microrganismos formam biofiime como estratégia para
otimizar sua sobrevivéncia, uma vez que, quando protegidos pela camada do
biofilme, o acesso de drogas antimicrobianas e substancias comumente utilizadas os
processos de limpeza e sanificagdo a esses microrganismos é dificultado. E por
esta razdo, estes microrganismos podem permanecer viaveis por longos periodos
de tempo no ambiente (VESTBY et al., 2009; KASNOWSKI et al., 2010).

Mesmo havendo preocupacdo do setor alimentar e dos o6rgaos
governamentais, com elaboracédo e execugdo de medidas preventivas referentes a
inocuidade deste produto de origem animal, a eliminacdo de biofilmes na industria
de alimentos e o surgimento e disseminacdo de cepas resistentes contra agentes
antimicrobianos ainda é um desafio. Assim é necessario elucidar estratégias para o

controle e eliminacdo destas estruturas na industria de alimentos, principalmente na
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cadeia produtiva da carne de frango. A fim de diminuir os prejuizos que biofilmes
microbianos acarretam para a industria de alimentos e para a saude publica. Como
também, realizar monitoramento constante da resisténcia antimicrobiana em cepas

de Salmonella spp.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Salmonella spp.

As bactérias do género Salmonella, assim nomeado em homenagem
ao médico veterinario bacteriologista Daniel E. Salmon (1850-1914), pertencem a
familia Enterobacteriaceae, e sao considerados microrganismos patogénicos
zoonaGticos, em sua maioria. Amplamente distribuidos na natureza, sdo encontrados
frequentemente no trato intestinal dos seres humanos e outros animais
(CORCORAN, 2013).

Estes microrganismos sao Gram-negativos, ndo formadores de
esporos, tem forma de bacilo e sdo méveis (com excecdo a Salmonella pullorum e
S. gallinarum). Além disso, sdo anaerobios facultativos e podem se multiplicar em
temperaturas de 5 °C a 45 °C, com crescimento 6timo de 35 °C a 37°C (FRANCO &
LANDGRAF, 2005; BHUNIA, 2008; MAHMOUD, 2012).

Bioquimicamente, as bactérias do género Salmonella spp. sao
produtoras de catalase, reduzem nitritato a nitrito, e sdo vermelho de metila
positivo. Grande parte dos sorovares fermentam a glicose com produgéo de 4cido,
como o acido sulfidrico (H2S) e gas, e ndo fermentam a sacarose e a lactose. Esses
microrganismos ndo produzem urease e indol, descarboxilam lisina e ornitina,
fermentam o dulcitol e utilizam o citrato como fonte de carbono (D’AOUST &
MAURER, 2007).

O género Salmonella é classificado em duas espécies, Salmonella
enterica e Salmonella bongori. A espécie S. enterica € subdividida em seis
subespécies: S. Enterica subsp. enterica, S. enterica subsp. salamae, S. enterica
subsp. arizonae, S. enterica subsp. diarizonae, S. enterica subsp. houtenae, e S.
enterica subsp. indica ISSENHUTH-JEANJEAN et al., 2014).

A classificacdo do género Salmonella € baseada no Esquema de
Kauffman-White, que propde a divisdo do grupo em sorogrupos e sorovares, com

base na presenca dos antigenos O (somético), H (flagelar), e Vi (capsular) (BELL &
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KYRIAKIDES, 2002; CORCORAN, 2013).

O antigeno O caracteriza os sorogrupos de Salmonella spp., e séo
comuns a uma diversidade de sorovares. Cada antigeno O tem designada uma
identificacdo numérica para identificagdo. As cepas que ndo expressam antigenos

O sao referidos como irregulares na estrutura antigénica (CORCORAN, 2013).

O antigeno H é a porcéo filamentar do componente flagelar da bactéria.
E essa diferenciacéo antigénica é relacionada com a diversidade no meio da porcao
da proteina flagelina. A maioria das células de Salmonella podem expressar dois
diferentes antigenos H, ao qual sdo chamadas de difasicas. A fase um é
decodificada pelo gene fliC e a fase dois € decodificada pelo gene fliB. E a maior
parte das células expressam apenas um antigeno porvez. As células que podem
expressar apenas um antigeno sdao denominadas monofasicas, que podem ocorrer
naturalmente em alguns sorovares ou atraves da perda de um dos genes fliC ou fliB
naqueles sorotipos considerados difasicos, como Salmonella Typhimurium
(CORCORAN,2013).

E o antigeno Vi (capsular), relacionado a viruléncia. Este antigeno é
presente apenas em alguns sorotipos, como S. Typhi, S. Paratyphi, S. Dublin
(BELL & KYRIAKIDES, 2002; GUIBOURDENCHE et al., 2010).

2.2 Contaminacaocruzada

O ambiente doméstico, principalmente a cozinha, representa uma
fonte bem estabelecida de contaminacdo microbiana. A disseminacdo de
microrganismos neste ambiente esta intimamente relacionada com praticas de
manipulag¢do inadequadas, que geram impacto a saude humana (REDMON et al.,
2004; FLORES et al., 2013; MAROTTA et al., 2018). Para Redmond et al (2004), os
consumidores tem papel importante para assegurar o consumo seguro dos alimentos
e na prevencao das doencas de origem alimentar, pois sdo o elo final da cadeia
produtiva. Desta forma, o comportamento dos mesmos em relacdo a seguranca

dos alimentos tem sido assunto primordial em recentes pesquisas.
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Véarios estudos tém avaliado as formas de contaminacdo dos alimentos na
cozinha domiciliar em razdo da contaminagcdo cruzada. Em estudo realizado por
Marotta et al (2018), esponjas de lavar lougcas em uso foram analisadas em relacéo
a comunidade microbioldgica presente para entender a fungcdo destas com a
contaminacdo cruzada no ambiente domeéstico. Como resultado, o0s autores
encontraram diversos agentes microbianos, inclusive agentes patogénicos, como
Listeria monocytogenes. Para os autores, esses resultados confirmam uma baixa
percepcdo dos consumidores em relacdo as doencas transmitidas por alimentos

relacionadas com a contaminacdo cruzada no ambiente residencial.

Ejechi e Ochei (2017) realizaram na Nigéria estudo sobre a
contaminagcdo cruzada em 60 cozinhas domésticas, e observaram a presenca de
coliformes totais e coliformes fecais em varios itens da cozinha, como geladeiras,
mesas, tabuas de cortar, toalhas e macanetas. Para estes autores, a presenca de
microrganismo indicadores nesses itens no ambiente da cozinha é indicativo de um
alto potencial de transmissao de agentes causadores de doencgas transmitidas por
alimentos nas residéncias analisadas. E o risco de contaminacdo dos alimentos por
patdgenos entéricos € potencializado em razdo da alta prevaléncia de coliformes
fecais, que representou valor acima de 55% no ambiente e nas superficies de contato

nessas cozinhas.

Em trabalho desenvolvido por Flores et al (2013), 80% das superficies
de 4 cozinhas domésticas foram analisadas quanto aos padrdes biogeograficos
bacterianos presentes nesses locais. Onde foram identificadas 34 espécies de
bactérias. E as mais diversas comunidades bacterianas foram associadas com a
auséncia de habitos de limpeza nas superficies, como, ventiladores acima dos
fogbes, selos de porta de geladeira / freezer, e pisos. A estruturacdo da
comunidade microbiana foi influenciada pelas condicdes de cada superficie, os
padroes de uso e a difusdo do ambiente de origem. O estudo demostrou que as
diversas comunidades bacterianas sdo amplamente distribuidas nas cozinhas

residenciais e que a constituicdo dessas comunidades € previsivel.

O isolamento de espécies bacterianas patogénicas, como Salmonella e
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Campylobacter, tem sido relevante para a obtencdo de avaliacdo microbiologica
detalhada sobre os riscos associados com a contaminacdo cruzada relacionados
com o0s habitos implementados pelos consumidores durante a preparagdo de
alimentos a nivel domiciliar. Esses achados em pesquisa realizada por Redmond
et al (2004), demostram que Campylobacter, por exemplo, pode ser facilmente
transferido de carne de frango naturalmente contaminada para as superficies da
cozinha, alimentos prontos para o consumo (“‘Ready to eat”), e as vestimentas

durante a preparacao dos alimentos.

A introducdo de Salmonella a nivel domiciliar €& oriunda
principalmente de carne de frango contaminada, uma vez que o isolamento deste
patdgeno em amostras de carcacas é relatada em diversos estudos. Em pesquisa
realizada por Silva et al (2018) na cidade de Rio Verde, Goias, foram analisadas um
total de 80 amostras de carcagas de frango, e destas, 24 foram positivas para
Salmonella. No Parana, Druziani et al (2013) encontraram 12 amostras positivas
para este agente de um total de 40 amostras analisadas. Silva et al (2018), avaliaram
um total de 20 carcacas de frango na cidade de Campinas, Sdo Paulo, e observaram
gue em 5 amostras foi observada a presenca d Salmonella. E Baptista et al. (2018),
constataram a presenca Salmonella spp. de em 16 de 60 amostras de carcacas de

frango, no estado do Rio de Janeiro.

Diante disto, a contaminacdo cruzada é um ponto chave na
transferéncia de agentes microbianos, principalmente os agentes patogénicos, como
Salmonella spp e consequentemente na ocorréncia das doencas de origem
alimentar. Uma vez que essa transferéncia ocorre por diferentes interacdes entre

homem, alimento e o ambiente.

2.3 Infeccao alimentar causada por Salmonellaspp.

A infeccdo causada por Salmonella spp., denominada como
salmonelose, é conhecida como uma das mais importantes doencas transmitidas por
alimentos (DTA’s) (CARDOSO e CARVALHO, 2006). Os sintomas da salmonelose

sao diarreia, febre e dor abdominal, entre 12 a 72 horas apdés a invasdo do
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microrganismo, e 0s sintomas podem durar de 4 a 7 dias. O grau em que o individuo
€ acometido pela infeccdo depende do seu estado geral de saude e do numero e
viruléncia do microrganismo ingerido. A maioria dos individuos apresentam cura sem
tratamento apdés 4 a 7 dias, no entanto, individuos susceptiveis, como idosos,
criancas e imunodeprimidos podem apresentar diarreia mais severa, necessitando de
hospitalizacdo. Nesses casos a infeccdo pode disseminar dos intestinos para a
corrente sanguinea e atingir outros 6rgdos. E nestes casos, o Obito pode ocorrer
se 0 paciente ndo receber tratamento adequado (BOLLAERTS et al., 2008; CDC,
2018).

Segundo o Centro para Doencas, Controle e Prevencédo (CDC), é estimado
gue Salmonella seja a causa de cerca de 1.2 milhdes de casos de infeccao,
23.000 hospitalizacbes, e 450 mortes por ano nos Estados Unidos da América. A
infeccdo relacionada com a ingestao de alimentos contaminados representa cerca
de 1 milhdo destes casos (CDC, 2019). No ano de 2017, foram reportados casos de
24.484 infeccbes, 5.677 hospitalizacdes e 122 mortes (CDC, 2018a).

Na Unido Europeia, de acordo com Instituto Nacional de Saude Publica
e Meio Ambiente, 96.039 casos suspeitos de salmonelose foram notificados em
2016, e destes, 94.530 casos foram confirmados (EFSA, 2017). Ja no Brasil, de
acordo com o Ministério da Saude, 12.660 casos de surtos alimentares foram
notificados do ano de 2000 a 2017, e um dos agentes causadores de doencas
transmitidas por alimentos (DTA’s) mais identificados foi Salmonella spp., que
representou 35% dos casos (BRASIL, 2018).

Os surtos de doencgas transmitidas por alimentos ocorrem com maior
frequéncia a nivel domiciliar. Segundo o ministério da saude, de um total de 6.809
surtos ocorridos de 2009 a 2018, o local que teve maior frequéncia foi a residéncia,
0 que representou 37,2%, enquanto que restaurantes/padarias e similares
representaram 16,0% desse total (BRASIL, 2019).
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2.4 Resisténciaantimicrobiana

Agentes antimicrobianos s&o compostos que podem ser naturais,
semissintéticos e sintéticos. Estes compostos sdo amplamente utilizados na medicina
humana e veterinaria para tratar ou prevenir doencas, e também sdo muitas
vezes utilizados como promotores de crescimento ou ainda para aprimorar o

desempenho reprodutivo dos animais na producdo animal (MENKEM et al., 2018).

No entanto, a ampla utilizacdo de agentes antimicrobianos na producao
animal tem sido debatida por diversos 0Orgdos governamentais de saude e
alimentacdo em todo o mundo. De acordo com Lai et al (2014), o uso
indiscriminado de agentes antimicrobianos na producdo animal exerce pressao de
selecdo sobre as bactérias, o que favorece a persisténcia de estirpes
resistentes. Microrganismos patogénicos, ou fragmentos genéticos que atribuem
resisténcia a esses microrganismos, podem ser transferidos dos alimentos de origem

animal para seres humanos através da cadeia alimentar (GEBREYES et al., 2017).

Os microrganismos podem adquirir caracteristicas de resisténcia aos
agentes antimicrobianos por diversos tipos de mecanismos. Em sua maioria, estes
mecanismos sdo atribuidos a aquisicdo de elementos extracromossomais de
outras bactérias presentes no ambiente, por meio de troca de fragmentos moéveis
de DNA, como por exemplo plasmideos, transposons e integrons. Uma vez
estabelecidas, as caracteristicas de resisténcia antimicrobiana s&do entéo
disseminadas por toda a cadeia, e como consequéncia leva a falhas nos tratamentos
de infeccdes e toxinfeccdes (ALEKSHUN e LEVY, 2007; KIRBIS e KRIZMAN, 2015;
GEBREYES et al, 2017).

A inquietacdo a respeito da emergéncia de cepas patogénicas
resistentes a agentes antimicrobianos tem crescido substancialmente nas ultimas
décadas em todo o mundo, principalmente em relacdo as cepas patogénicas de
Salmonella spp. (ALVAREZ- FERNANDEZ et al., 2012). Como citado anteriormente,

7z

a salmonelose é uma das principais doencas transmitidas por alimentos, cujo
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sinais estdo relacionados com gastroenterite, ha maioria das vezes auto-limitante.
Entretanto, em casos mais severos, quando acomete pacientes imunodeprimidos, a

antibioticoterapia torna-se necessaria. (MIRIAGOU et al., 2004).

Por muitos anos ampicilina, cloranfenicol e trimetoprim-sulfametoxazol
foram consideradas drogas de escolha para o tratamento dos casos de salmonelose
mais severos. Contudo, em razéo da taxa crescente de resisténcia a estas drogas, a
eficAcia no tratamento foi reduzida e como consequéncia, outras drogas foram
selecionadas. Nos ultimos anos, fluoroquinolonas e cefalosporinas de amplo
espectro foram selecionadas para serem as drogas de escolha. Dentre os maiores
grupos de agentes antimicrobianos estdo os B-lactamicos, onde destacam-se as
penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos. Agentes antimicrobianos pertencentes
a esta classe sdo caracterizados por possuirem um anel beta- lactamico com uma
cadeia lateral variada. E atuam inibindo a dltima fase da biossintese da parede
celular das bactérias. Ha também os inibidores de B-lactamases, como o acido
clavulanico, sulbactam e tazobactam. (SEFTON, 2002; AZEVEDO, 2014,
FAGNELLO, 2018).

2.5 Resisténcia aos B-lactamicos

Uma das formas de resisténcia aos B-lactamicos ocorre em razao
da producdo de enzimas chamadas [-lactamases, e estas enzimas hidrolisam e
inativam a acao do anel B- lactamico dos antibiéticos Beta-lactamicos (FINCH et al.,
2012; BAEDE et al., 2017).

Ha diversos tipos de B-lactamases. As penicilinases, que hidrolisam as
penicilinas; as cefalosporinases, que hidrolisam as cefalosporinas. E ha aquelas
enzimas que hidrolisam as duas classes de agentes antimicrobianos. Em alguns
microrganismos pode ser observada a producdo de diferentes tipos de pB-
lactamases, e em algumas cepas podem ser produzidas diferentes enzimas, como
também, em uma Unica cepa pode ser observada a producdo de mais de uma
enzima (BUSH; JACOBY; MEDEIRQOS, 1995).

As B-lactamases séo classificadas por dois sistemas, o0 sistema de
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Ambler e o sistema de Bush, Jacoby e Medeiros, que € a mais usada. Na classificacédo
de Ambler, que é molecular, € baseada na conservacdo e na sequéncia dos
aminoécidos, que categoriza as enzimas em quatro, enzimas das classes A, B, C e
D (AMBLER, 1980). Tais enzimas utilizam serina para a hidrdlise do p-lactamico e
metaloenzimas de classe B que requerem ions de zinco divalentes (ions metalicos)
para a hidrélise do substrato. A classificacdo de Bush, Jacoby e Medeiros,
categoriza as B-lactamases segundo seus perfis de substratos e inibidores. E
assim, correlaciona estas enzimas com fendtipos em isolados. Nesta
classificacdo, existem 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-3-
lactamases (BUSH; JACOBY; MEDEIROS, 1995; JACOBY, 2010)

2.6 B-lactamases de espectro estendido (ESBL)

Dentre as [-lactamases, existem as enzimas [-lactamases de
espectro estendido (ESBL), e essas enzimas exibem amplo espectro de resisténcia
aos agentes antimicrobianos da classe dos B-lactamicos, onde sdo capazes de
hidrolisar oximino-cefalosporinas (cefalosporinas de 32 e 42 geracao) e geralmente
tem origem plasmidial (RAHMAN et al. 2018). Este perfil de resisténcia é observado
em alguns sorovares de Salmonella spp., uma vez que sobrevivem a acdo de
cefalosporinas e carbapenémicos (QIAO et al., 2017; TIPPELSKIRCH et al., 2018).

A disseminacdo de bactérias produtoras de ESBL tem sido
observada em hospitais, meio ambiente, animais, seres humanos e também em
alimentos. Na producdo de alimentos, a presenca destas bactérias tem sido
observada principalmente na cadeia de producdo de carne de frango,
principalmente isoladas da superficie de carcacas de frango e em ambientes de
comercializacdo, como o varejo. O que facilta a disseminacdo de bactérias
produtoras de ESBL para os seres humanos, através da cadeia alimentar
(GIURIATTI, 2017; CASELLA et al., 2017; SCHILL et al., 2017).
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As [B-lactamases sao codificadas por elementos genéticos
extracromossomais, ou por sequencias oriundas de outro genoma que foram
recombinadas no cromossomo; mas principalmente por fragmentos
extracromossomais, como os plasmideos e transposons (O’'BRIEN, 2002). Dentre as
principais familias que compreendem genes de resisténcia plasmidiais, destacam-se
Temoniera (TEM), Sulfidril variavel (SHV), Oxacilina (OXA) e CTX — M. No género
Salmonella, sdo encontradas varias B-lactamases codificadas por diversos genes.
Tais genes, sdo agrupados em diferentes subgrupos de genes relacionados a
producao de B-lactamases (bla): blaTEM, blaSHV, blaPSE, blaOXA, blaPER, blaCTX
—M, blaACC, blaDHA e blakPC (LEONIDIO et al., 2015).

Estes genes sao importantes na regulagcdo da capacidade de
resisténcia frente aos beta-lactdmicos (STURENBURG et al., 2005; ALl et al.,
2017; BARILLI et al., 2018). Estes genes podem ser transferidos horizontalmente
por conjugacao, transformacéo, transposicdo ou transducdo (OVERDEVEST et al.,
2011; SANCHEZ-MALDONADO et al., 2017; TIPPELSKIRCH et al., 2018;
MOREHEAD & SCARBROUGH, 2018).

2.7 B-lactamases tipo AmpC

As B-lactamases do tipo AmpC sdo enzimas que compde um grupo
de cefalosporinases, enzimas capazes de hidrolisar cefalosporinas, cefamicinas e
oximinocefalosporinas. Porém, nao possuem acido frente a inibidores de -
lactamases, como &cido clavulanico; carbapenemos, e em sua maioria as
cefalosporinas de quarta geracdo (BRANDAO, 2013; SANTIAGO et al., 2016;
ROIAS, 2017; FAGANELLO, 2018).

As enzimas AmpC podem ser cromossémicas ou plasmidias, quando
intrinsecas de microrganismos, ou quando codificadas por plasmideos, sendo
adquiridas horizontalmente por outros microrganismos que possuem AmpC
(BRANDAO, 2013; ROIAS, 2017). As enzimas AmpC s&o codificadas geralmente em
cromossomos de diversas enterobactérias, e no caso de Salmonella spp., essas

enzimas sao encontradas em plasmideos (FLAGANELO, 2018).
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A enzima AmpC é codificada pelo gene blaCMY, e é relacionada a
resisténcia a agentes antimicrobianos tais como, ampicilina, ceftiofur e ceftriaxona
(AARESTRUP et al., 2004).

A capacidade de hidrdlise de cefalosporinas de terceira geracdo das
enzimas AmpC €& um problema em ambientes hospitalares, em razdo destes
agentes antimicrobianos serem utilizados no tratamento de infeccdes, uma vez que
tem poder de acdo contra enterobactérias, e também possuem um amplo espectro
de agdo contra bactérias Gram-negativas e G ram- positivas (BRANDAO, 2013).

2.8 Carbapenemases

Os agentes antimicrobianos carbapenemos pertencem a classe dos [3-
lactamicos. Possuem atividade de acdo de amplo espectro e séo utilizados no
tratamento de infeccdes severas causadas por bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas (NHAMBE, 2014). A resisténcia aos carbapenemos ocorre através da
producdo de enzimas carbapenemases, B-lactamases, como também por meio da
perda de porinas especificas da membrana externa da bactéria, e como
consequéncia ocorre modificacdo da permeabilidade da membrana (NORDMANN
& POIREL, 2014). A carbapenemases hidrolisam diversos agentes antimicrobianos
B-lactamicos, como penicilinas, cefamicinas, carbapenemos e cefalosporinas
(MUNOZ-PRICE et al., 2013; FERNANDEZ, GUERRA & RODICIO, 2018).

Em enterobactérias sdo observadas duas classes de carbapenemases;
as metalo — betalactamases e as serino-carbapenemases, sendo Klebisiella
pneumoniae carbapenemases (KPC) incluida nesta classe (KPC) (RAPP et al,
2012; PINTO et al, 2014). As KPCs séo codificadas pelo gene blaKPC, e, e estes
genes estdo geralmente localizados em plasmideos e frequentemente estdo
relacionados com o transposon (BONOMO, 2016; PALZKILL, 2018). Ja séo
reconhecidas 22 variantes da enzima KPC, e estas séo classificadas como KPC —
2 a KPC — 23 (NAAS et al., 2016).

A presenca de carbapenemases é associada a bactérias envolvidas em
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casos de infec¢cdes hospitalares, porém bactérias produtoras desta enzima tém sido
isoladas de animais de producdo, como suinos, bovinos e aves, que podem ser
consideradas como reservatorios destas linhagens bacterianas, que também vem
sendo observadas em frango de corte (FRAGANELLO, 2018).

2.9 Resisténcia a quinolonas

As quinolonas fazem parte de uma classe de antibidticos sintéticos, e
sdo eficazes contra um grande numero de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas (HOPKINS; DAVIES; THRELFALL, 2005; ARSENE et al., 2007).

As quinolonas sdo classificadas em (geracfes, baseadas
majoritariamente em no espectro antibacteriano. Primeira geracdo, como o acido
nalidixico; segunda geracéo, ciprofloxacina; terceira geracéo, levofloxacina; quarta
geracao, moxifloxacina, sdo exemplos de antibidticos e suas respectivas geracoes
(KANATANI, 1999; BOLON, 2011).

Assim como ocorre com outras classes de agentes com acgéo
antimicrobiana, também tem sido relatada resisténcia antimicrobiana a quinolonas. E
esta resisténcia ocorre por mutagdes nas enzimas DNA-girase e topoisomerase IV,
sistema de efluxo, alteracdes de porinas, protecdo de sitio alvo, e também
modificacbes no antimicrobiano. E estes mecanismos de resisténcia é
desencadeado principalmente por meio de genes de resisténcia, que podem ser
carreados por plasmideos (ALOS, 2009; BOLON, 2011).

A resisténcia a quinolonas mediada por plasmideos (PMQR - Plasmid
Mediated Quinolone Resistance) é um dos mecanismos mais importantes de
resisténcia a esta classe de antibitticos. E esta descoberta, sugere a transferéncia

horizontal de genes de resisténcia, fator que implica em sua maior disseminacéao.

Dentre os mecanismos de resisténcia a quinolonas mediados por
plasmidios, destacam-se, protecdo do sitio alvo (proteinas Qnr), alteracdo do
antimicrobiano (enzima aminoglicosideo acetiltransferase — cr) e sistemas de efluxo
(OgxAB e QepA) (RUIZ et al., 2012; POIREL et al., 2012).

As proteinas Qnr conferem resisténcia as quinolonas (quinolone

resistance), e sao formadas por pentapeptideos repetidos e codificadas por genes
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gnr (RUIZ et al.,, 2012). Estas proteinas atuam protegendo a regido alvo das
qguinolonas na enzima DNA-girase, e assim evita que ocorra a ligacdo da quinolona
na enzima DNA-girase, e assim causa 0 bloqueio da acdo do antimicrobiano
(STRAHILEVITZ et al., 2009).

Dentre as proteinas Qnr ha uma subdivisdo de grupos, e esta divisdo é
dada de acordo com a similaridade dos aminoacidos QnrA (QnrAl — QnrA7); QnrB
(QnrB1 — QnrB73); QnrC; QnrD (QnrD1 e QnrD2) e QnrS (QnrS1 — QnrS9)
(JACOBY, 2005; ASAI et al., 2010; RODRIGUEZ-MARTINEZ et al, 2011).

2.10 Formacao de biofilme pormicrorganismos

Desde do inicio dos estudos microbiolégicos, os microrganismos sao
estudados de forma individual, o que resultou em maior entendimento sobre
diversas atividades microbianas. Contudo, na natureza, o crescimento destas células
de forma plancténica (livre) € raro, e o crescimento de forma séssil, ou seja, de forma
organizada em comunidades sob a forma de biofilmes, é predominante. Estes
biofiimes sdo compostos por células aderidas a superficies bidticas ou abidticas,
podendo ser encontradas em aguas, solos, sedimentos, entre outros (DAVEY e
O’'TOOLE, 2000; DONLAN, 2002; IST, 2008; FLEMMING et al., 2016)

As bactérias conseguem mudar do estado livre para o estado aderido
em resposta as mudancas das condicdes ambientais (CAIAZZA e O TOOLE,
2004). Contudo, White et al., (2010), sugerem que a capacidade das bactérias
alternarem da forma planctoénica (livre) para o biofilme, que é a forma aderida, ocorre

em razdo de uma mudanca no metabolismo.

Em um biofilme, os microrganismos sédo agregados em uma complexa
rede de proteinas, DNA, e polissacarideo, conectados por uma matriz polimérica
extracelular propria, elaborada por meio da produgdo de substancias poliméricas
extracelulares (EPS) (DAVEY; OTOOLEY, 2000; DONLAN, 2002). Esta
estruturacdo confere aos microrganismos aderidos uma protecdo ao
desenvolvimento, propiciando relacdes simbidticas, o que permite maior

resisténcia em ambientes hostis, e outras situagbes de estresse (KYAW, 2008;
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FLEMMING et al., 2016).

A estruturacdo da matriz do biofilme € um processo que ocorre de
forma dindmica e depende da viabilidade de nutrientes, da sintese e secreg¢édo de
material extracelular, condicbes ambientais, e competicdo entre oS microrganismos
pertencentes ao biofilme (FLEMMING et al., 2016). Os sistemas complexos dos
biofilmes tém uma alta densidade celular, que variam de 108 a 10! células por
grama e tipicamente é composta por varias espécies. A heterogenicidade desses
complexos faz com que essas células do biofiime tenham a habilidade de
diferenciacédo, que podem ser desencadeadas de acordo com as condicdes locais,
assim como etapas especificas de expressdo de genes e proteinas que sao tipicas
para o crescimento e desenvolvimento exponencial em ecossistemas heterégenos
(FLEMMING et al., 2016).

O desenvolvimento de um biofilme é dirigido por diferentes etapas,
como descrito na figura 1. A adesdo do microrganismo € na maioria das vezes
mediada por interacBes inespecificas. Inicialmente, ocorre a adesdo primaria,
considerada um processo reversivel. Nesta etapa ocorre a aproximacdo do
microrganismo de forma aleatéria ou através de mecanismos de quimiotaxia e de
mobilidade a superficie. Apds a aproximacdo do microrganismo a superficie, a
adesdo ira depender do balanco final entre forcas atrativas e repulsivas, que é
determinada por variaveis fisico-quimicas como por exemplo, interacfes
eletrostaticas e hidrofobicas e forcas de Van der Waals. As células que ndo aderem
fortemente completam o processo de adesao a superficie por meio de mediacdo
molecular, entre produtos, como adesinas, e a superficie, com producdo de
exopolissacaridios e ligagdo com receptores especificos presentes nas fimbrias
com a superficie em que os microrganismos estiverem aderidos. Nesta etapa,
denominada irreversivel, ocorre a fixacdo efetiva do biofilme, assim como sua
maturagdo (IST, 2008; HOUDT & VAN, MICHIELS, 2010).

A maturacéo do biofilme ocorre de 3 a 6 dias ap0s a adeséo inicial,e a
maturidade ocorre devido ao aumento da densidade populacional, além da
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pronunciada producdo e deposicdo de polimeros extracelulares que aumenta a
espessura do biofilme (KASNOWSKI et. al., 2010; OLIVEIRA et al., 2010). Na
fase de maturacdo, ocorre a formacdo do glicocalix, resultado da interacdo de
componentes extracelulares gerados a partir da divisdo e morte dos microrganismos
presentes no biofilme com moléculas organicas e inorganicas da superficie. Neste
momento, o biofiime torna se demasiadamente hidratado, onde se formardo
estruturas abertas compostas por material ndo celular, em sua maioria, e
microcanais para que ocorra o influxo de &gua e de nutrientes e o efluxo de
metabalitos de nutrientes (IST, 2008).

ApOGs a maturacéo, quando o biofilme alcanca uma determinada massa
critica e o equilibrio dindmico é atingido, as camadas mais externas do biofilme
comecam a liberar as células menos aderidas em estado planctonico, e essas
células irdo dispersar e multiplicar em novas superficies, onde ird ocorrer nova
colonizacdo e consequentemente formacdo de um novo biofiime (DAVEY e
O’'TOOLE, 2000; IST, 2008).

Figura 1. Etapas de formacé&o de biofilme microbiano.
Fonte: Caixeta, 2008.

Além de auxiliar na distribuicdo de agua e nutrientes, 0s microcanais
presentes no biofilme atuam para a distribuicdo de substancias sinalizadoras para a
comunicacao entre os microrganismos do biofilme, e este processo de comunicacgéo

€ denominado quorum sensing (BOARI et al., 2009).
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O quorum sensing é considerado como um processo em que 0S
microrganismos podem coordenar e controlar as atividades que ocorrem no
biofilme, como também o tamanho populacional e as funcées ali desenvolvidas. Este
sistema de comunicacédo pode ser comparado com o sistema hormonal, em razao
de suas atividades serem mediadas por sinais quimicos semelhantes a hormonios,
onde nesse caso sdo sintetizados e secretados pelos préprios microrganismos
presentes no biofiime (BOYEN et al., 2009; GONZALEZ-RIVAS et al, 2018).

Viver em comunidade, por meio de interagdes em biofilmes, confere
aos microrganismos muitas vantagens. Uma vez que esta estrutura € considerada
como um importante mecanismos de protecdo para a multiplicacdo e permanéncia
dos microrganismos no ambiente. Visto que sdo mais resistentes a acao de agentes
antimicrobianos, sanitizantes, e assim aos processos de limpeza e sanitizacao
como um todo. E sua permanecia no ambiente representa fonte constante de
contaminacdo. Fato esse, que representa um grande impacto na indUstria de
alimentos, e consequentemente na saude publica (JAY, 2005; OLIVEIRA et al.,
2010).

2.11 Biofilme formado por Salmonella spp.

O desenvolvimento e os sinalizadores genéticos envolvidos na
formacdo de biofilme por Salmonella sdo complexos. Contudo, sdo conhecidos
quatro importantes componentes para a estruturacdo destes biofilmes, que séo
fimbrias, celulose, polissacarideos capsulares e lipopolissacarideos (LPS)
(CORCORAN, 2013).

Fimbiras sdo um dos principais componentes da matriz extracelular
polisacaridea (EPS) (ROMLING et al, 1998). As fimbrias sdo menores que o0s
flagelos e tem em sua composicéo a proteina pilina (TORTORA et al., 2010).Além
dos processos de desenvolvimento de biofilmes, as fimbrias também s&o associadas
a processos de invasdo do hospedeiro, colonizacdo das superficies, contato entre as
células bacterianas e aumento da motilidade (SAUER et al. 2001; STEENACKERS
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et. al, 2012).

De acordo com Solano et al. (2002), a celulose, um polimero de
glicose, desempenha um papel importante na permanecia de Salmonella em
superficies. A celulose bacteriana aparentemente confere protecdo mecanica,
guimica ou biolégica para as célulasbacterianas, ou até mesmo facilita o processo de

adesao celular necessario para as interacées simbidticas ou infecciosas.

Existem trés categorias de polissacarideos que protegem a célula
bacteriana de situacfes de estresse, polissacarideo extracelular, polissacarideo
capsular e lipopolissacarideo (CORCORAN, 2013). O polissacarideo capsular tem
funcdo relacionada com a persisténcia da bactéria em ambientes, principalmente
agueles hostis, como por exemplo, protegem as células bacterianas contra o
processo de dissecacdo. Porém, diferentemente das fimbrias e celulose, o
polissacarideo capsular ndo tem relacdo com a estruturacdo do biofilme. Outro
polissacarideo importante é lipopolissacarideo, importante estrutura de bactérias
Gram-negativas no estagio planctonico, que também atua naformacéo da estrutura
dos biofilmes (GIBSON et al., 2006; CORCORAN, 2013).

2.12 Biofilme formado por Salmonella spp. na industria de
alimentos

O processo de abate de frangos € um processo delicado, e a
contaminacgao de carcacas resulta em grande impacto para a industria e para a saude
publica. No decorrer das etapas de abate de frangos, as fases de sangria,
escaldagem, depenagem e evisceracdo Sao as mais passiveis de ocorrer
contaminagao, principalmente superficial (GONZALEZ-MIRET et al., 2006; VON
RUCKERT et al. 2009). A prépria microbiota intestinal dos frangos sadios pode
contaminar as carcacas e equipamentos nas linhas de abate de abatedouros, como
também bactérias presentes nas penas (SILVA, 2013). No processo de abate, a
etapa de evisceracdo € considerada a etapa mais importante. Nesse momento,
ha o risco de perfuracdo das visceras, 0 que resulta em extravasamento de
material intestinal e fezes (SILVA & DUARTE, 2002).
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A etapa de depenagem também configura um ponto delicado no
processo de abate, pois durante a rotacdo da depenadeira € possivel ocorrer
contaminagdo cruzada e o material de carcagas contaminadas pode entrar em
contato com as carcagas nao contaminadas. Penas que permanecem no equipamento
podem contaminar as proximas carcacas da linha do abate. E possivel também que
esta contaminagcdo ocorra devido ao contato das carcacas com colaboradores
doentes, que podem disseminar microrganismos durante a linha de abate. SILVA,
2013).

Outro ponto importante no processo de abate de frangos diz
respeito a etapa de resfriamento das carcacas. Esta etapa tem o objetivo de reduzir
a carga bacteriana das carcacas, porém gquando ndo ha um controle adequado
poderd ocorrer contaminacdo deste produto, em razdo da velocidade do fluxo de
abate, temperaturas inadequadas no resfriamento e pré-resfriamento, e também

cloracdo da agua ineficiente (LOPES et al., 2007).

Em estudo realizado por Lopes et al. (2007), foi constada a presenca de
seis sorovares de Salmonella spp. no pré-resfriamento, e que essa contaminacao
pode ter ocorrido devido a temperatura inadequada do resfriamento e cloragéo
deficiente. Rezende et al., (2008) verificaram a presenca desse agente em figados
e coracdes que foram liberadas para o consumo e figados e coracdes condenados

pelo servico de inspecéao federal.

Em trabalho realizado por Von Rickert et al. (2009), os autores
avaliaram a presenca de Salmonella spp. em esfregacos superficiais em carcacas
de frangos, coletadas em cinco diferentes fases do abate, e constataram que houve
uma maior frequéncia de Salmonella spp. nos processos apos o chuveiro de lavagem
das carcacgas. O pré-resfriamento foi a Unica etapa do processo em que foi observado
0 controle deste microrganismo. O que para os autores foi resultado de um controle
adequado da temperatura da agua e temperatura das carcacas. A alta frequéncia
de amostras contaminadas detectadas nas fases iniciais do abate pode ter se dado
devido a maior manipulagdo desses produtos, a contaminacdo cruzada e etapas
de lavagem intermediarias ineficientes (VON RUCKERT et al. 2009)
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Falhas nos processos de higienizagdo na industria de alimentos
possibilitam aderéncia e acumulo de residuos, e quando contaminados,
principalmente por microrganismos formadores de biofilmes, essas superficies e
equipamentos sao importantes fontes de contaminacao para os alimentos. Uma vez
que, quando agregados em biofilmes, a remocdo destes microrganismos é
dificultada, pois estas estruturas conferem maior capacidade de aderéncia,
resisténcia a processo de higienizacdo e também a antimicrobianos (OLIVEIRA,
2011; DANTAS, 2014; ZIECH, 2015).

Quando presentes em industrias de alimentos, os biofilmes acarretam
prejuizos consideraveis. E isto é decorrente da capacidade de permanéncia dessas
estruturas nas superficies. Uma vez que conseguem desenvolver estratégias de
sobrevivéncia, que lhes configuram uma maior resisténcia, quando submetidos a
situacdes de estresse, 0 que dificulta sua remocdo das superficies. Além disto,
acarretam danos a saude publica, por facilitarem a permanecia de microrganismos
patogénicos, que acarretam enfermidades aos consumidores, além de
microrganismos deteriorantes que ocasionam a depreciacdo do produto final por
alteracdes organolépticas (KASNOWSKI et al.,, 2010; BRIDIER et al., 2014;
MARTIN, 2015; SINGH et al., 2017).

3. OBJETIVOS

3.1 ObjetivoGeral:
Avaliar a capacidade de producdo de biofilme, o perfil de susceptibilidade e
detectar genes de resisténcia presentes em cepas de Salmonella spp. isoladas de

carne de frangoin natura comercializada em mercados publicos de Recife — PE.

3.2 ObjetivosEspecificos:

e |solar e identificar o género Salmonella. spp. em amostras de carne de frango

in natura comercializadas em mercados publicos de Recife — PE;
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e Avaliar a capacidade de formacéo de biofilme dos isolados de Salmonella spp.
em amostras de carne de frango in natura comercializadas em mercados
publicos de Recife — PE;

e Avaliar a resisténcia aos antimicrobianos e a presenca de genes de
resisténcia em isolados de Salmonella spp. em amostras de carne de frango

in natura comercializadas em mercados publicos de Recife — PE.
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Deteccao de genes de resisténcia em isolados de Salmonella spp. formadores
de biofilme oriundos de carcacas de frango in natura comercializada em
mercados publicos

Detection of resistance genes in Salmonella spp. biofilm former from fresh
poultry carcasses sold in public markets
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi isolar, avaliar a capacidade de producao de biofilme, o
perfil de susceptibilidade, e detectar a presenca de genes de resisténcia em
cepas de Salmonella spp. isoladas de carne de frango in natura. 21 carcacas de
frango foram positivas para a presenca de Salmonella spp. Todos os isolados
formaram biofilme, e foram classificados como fracos formadores de biofilme. Em
relacdo ao perfil de susceptibilidade a antimicrobianos, 47,61% (10/21), 42,85%
(09/21), 4,76% (01/21), 14,28% (03/21), 23,80% (05/21), 47,61% (10/21) do total de
amostras foram resistentes a ampicilina, cefotaxima, cloranfenicol, ciprofloxacina,e
sulfametoxazol + trimetoprim, respectivamente. Os genes de resisténcias blaTEM-
like, blaCTX-M- like, gnrA, gnrB e gnrD foram detectados nas cepas isoladas. A
presenca de genes de resisténcia em cepas de Salmonella spp. capazes de formar
biofilme provenientes de carcacas de frango no presente estudo é preocupante, uma
vez que tais genes conseguem ser disseminados por toda a cadeia de alimentos, e
configuram assim riscos a saude publica, visto que a presenca de cepas patogénicas
de Salmonella spp. e multirresistentes a antimicrobianos comprometem o tratamento
das infeccBes e acarretam prejuizos a saude dos consumidores.

Palavras-chave: Salmonella spp., genes de resisténcia, B-lactamicos, infeccéo
alimentar

ABSTRACT

The aim of this research was to isolate and evaluate the biofilm formation capacity,
and also the susceptibility profile to antimicrobials, and the detection of resistance
genes in Salmonella spp. strains from fresh poultry carcasses. 21 poultry carcasses
were positive to the presence of Salmonella spp. All the 21 strains formed biofilm and
were classified as weak biofilm former. The susceptibility profile to antimicrobials,
47,61% (10/21), 42,85% (09/21), 4,76% (01/21), 14,28% (03/21), 23,80% (05/21),
47,61% (10/21) of the strains were resistant to ampicillin, cefotaxime,
chloramphenicol, ciprofloxacin and sulfamethoxazole + trimethoprim, respectively.
blaTEM-like, blaCTX-M- like, gnrA, gnrB e qnrD genes were detected in the strains.
The presence of these genes in Salmonella spp. strains biofilm former isolated from
Poultry carcasses in this study is alarming, as these genes can be transmitted in the
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whole production chain. Therefore, it can be considered a public health problem,
since Pathogenic and multidrug resistant Salmonella spp. strains may affect the
treatment of infections, thus brings losses to the health of the consumers.

Key-words: Salmonella spp., resistence genes, B-lactamicos, foodborne illness

5.1 INTRODUCAO

A salmonelose € uma doenca de origem alimentar, e é caracterizada
por febre, dor abdominal e diarreia e, em pacientes imunodeprimidos pode causar o
Obito, o que resulta em um problema de salude publica. Os agentes causadores
desta enfermidade sdo bactérias patogénicas do género Salmonella. A transmissao
de especies de Salmonella spp para os seres humanos é dada através do
consumo de alimentos ou 4gua contaminados (CDC, 2020; WHO, 2020).

Estudos microbiolégicos quantitativos relacionados com o isolamento
de Salmonella spp. em carne de frango, tanto em carcacas inteiras, quanto em
cortes especificos, tem sido realizados no mundo. E tem sido obervado forte ligacéo
entre a incidéncia de contaminacdo de carne de frago por Salmonella spp. e a
infeccdo causada por Salmonella spp.em seres humanos, salmonelose (DRUZIANE
et. al 2013; KHAN et. al, 2018; BAPTISTA et al, 2018; ALMASHHADANY, 2019;
REGALADO-PINEDA et. al, 2020).

De acordo com o Centro para Doencas, Controle e Prevencdo
(CDC), cerca de 1,2 milhdes de casos de infec¢do, 23.000 hospitalizacbes, e 450
mortes por ano nos Estados Unidos da América sdo relacionados com
Salmonella spp. E as infec¢cbes relacionadas com o consumo de alimentos
contaminados representam cerca de 1 milh&o destes casos (CDC, 2019).No Brasil,
segundo dados do Ministério da Saude, foram notificados no periodo de 2000 a
2017 um total de 12,660 casos de doencas transmitidas por alimentos, e Salmonella
spp. foi um dos agentes mais identificados nestes casos, o que representou 35% do
total decasos notificados (BRASIL, 2018).

Na maioria dos casos de salmonelose o tratamento ndo € necessario
em pacientes imunologicamente aptos. Contudo, pacientes imunodeprimidos
precisam passar por tratamento (SERENO et al, 2017). Porém, o uso indiscriminado
de antimicrobianos, principalmente na producéo animal, tem favorecido a resisténcia
dos microrganismos frente a estes agentes terapéuticos. O que resulta em um
namero limitado de opgdes de antimicrobianos, e assim por vezes na ineficacia dos
tratamentos (ALEKSHUN e LEVY, 2007; PENG et al, 2014; MENKEM et al, 2018).

Além da resisténcia antimicrobiana, existem ainda microrganismos
gue possuem a habilidade de formar biofilmes, e este fator acarreta ainda maior
preocupacdo para a industria de alimentos, como também para a saude publica.
Biofilmes sdo complexos compostos por microrganismos, que podem ser de uma
mesma espécie ou de espécies diferentes, que juntos se aderem a superficies
bioticas ou abidticas. Este complexo de células microbianas é embebido por uma
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matriz extracelular, que € composta em sua maioria por exopolissacarideos; e sdo a
forma predominante de crescimento dos microrganismos na natureza (DAVEY e
O’'TOOLE, 2000; DONLAN, 2002; FLEMMING et al., 2016).

A presenca de biofilmes em equipamentos utilizados em industrias
de alimentos gera grandes prejuizos para 0 setor. Esses prejuizos sao
relacionados principalmente com o a perda do alimento, que sofre processo de
deterioragcd0 uma vez que ocorra 0 crescimento de microrganismos em sua
superficie. Além disso, a remocdo de biofilmes das superficies € uma tarefa
laboriosa, uma vez que s&o resistentes aos processos de estresse, como 0S
processos de higiene e sanificacdo. Desta forma, essas estruturas configuram
protecdo as bactérias, o0 que torna sua eliminacdo dificultada em situacdes
desfavoraveis, como a acdo de agentes antimicrobianos Quando os alimentos séo
contaminados por bactérias patogénicas, ha ainda riscos para a saude publica
(KASNOWSKI et al., 2010).

O objetivo do presente estudo foi avaliar a capacidade de producéo de
biofilme, o perfil de susceptibilidade e detectar genes de resisténcia presentes
em isolados de Salmonella spp. oriundos de carcacas de frango in natura
comercializados em mercados publicos da cidade do Recife — PE.

5.2 MATERIAL EMETODOS
Coleta de amostras

Foram adquiridas 61 amostras de carcacas de frango em um total de
08 mercados publicos da cidade do Recife — PE. Apés a compra, as amostras
foram transportadas para o laboratério de Inspecdo de carne e leite (LICAL), do
Departamento de Medicina Veterindria da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE), onde posteriormente foram submetidas a anéalises

Isolamento e Identificacéo

As amostras foram processadas de acordo com metodologias
descritas por Brasil (2003) e (Brasil 2011). Inicialmente, as carcacas foram
retiradas assepticamente de suas embalagens originais, e em seguida foram
pesadas 25 gramas de cada amostra e depositadas em sacos estéreis stomacher com
250 mL de agua peptonada tamponada (Merck®) para a etapa de pré-enriquecimento,
e em seguida homogeneizados por um minuto em aparelho stomacher. Apds
processadas, as amostras foram entdo incubadas em estufa bacteriologica overnight
a 36 £ 1 °C. Apos a incubacéo, de cada amostra, 1,0 mL do caldo pré-enriquecido foi
transferido para 9 mL de caldo Rappaport Vassiliadis (CRV) (Himedia®) e 0,1 mL
transferidos para caldo Tetrationato (Himedia®), e incubados overnight em banho
maria a de 42 + 0,2 °C e 35 £ 1 °C, respectivamente.

Em seguida, uma alcada de cada amostra enriquecida foi semeada
em placas de Petri com meio de cultura seletivo e diferencial, Agar Xilose Lisina
Desoxicolato (XLD) (Kasvi®) e Hektoen Enteric Agar (HE) (Kasvi®),
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respectivamente, e incubadas overnight a 36 + 1 °C. Apdseste periodo, foram
observadas nas placas colbnias tipicas de Salmonella spp. Diante dessa observacao,
um total de trés coldnias tipicas foram retiradas das placas e submetidas a testes
bioguimicos e sorologicos (BRASIL 2003; BRASIL, 2011).

Producéo de biofilme

A avaliacdo da capacidade da producé&o de biofilme foi executada
de acordo com metodologia proposta por Rodrigues et al. (2010). E a leitura da
densidade Optica (DO), e a classificacdo quanto a capacidade de formacgdo de
biofilme de casa isolado foi dada de acordo com Stepanovic” et al (2007).

Perfil de sensibilidade antimicrobiana

O perfil de susceptibilidade antimicrobiana foi testado pelo método
de disco difuséo Kirby-Bauer de acordo com as normas e interpretacéo do Clinical &
Laboratory Standards Institute (CLSI) (2019). E os discos para antibiograma testados
foram ampicilina, clorafenicol, ciprofloxacino, ceftriaxona,
sulfametoxazol/trimetroprim, imipenem, amoxicilina/acido + clavulanico, ceftazidima,
cefotaxima e aztreonam (Laborclin®).

Teste de disco-aproximacgéo para deteccéo de beta-lactamases

O teste de deteccdo de enzimas beta-lactamases de espectro
estendido (ESBL) foi realizado pela técnica de disco de aproximagdo de acordo com
a metodologia de Lezameta, Gonzalez e Tamariz (2010). E os discos utilizados para
este teste foram: amoxicilina/acido clavulanico, azetreonam, ceftazidima,
ceftriaxone, e cefepime.

Teste de Hodge Modificado

Para a deteccdo de enzimas carbapenemases foi realizado o teste
de Hodge Modificado, de acordo com Anderson et. al (2007).

Analises Moleculares para deteccao de genes de resisténcia

Deteccédo dos genes de Resisténcia

Por meio da técnica de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), foi
realizada pesquisa de genes que conferem resisténcia aos [(-lactamicos,
guinolonas e sulfonamidas.

Deteccdo dos genes de B-lactamases

A investigagdo dos genes de [-lactamases foi realizada por
diferentes PCR uniplex, como descrito no na tabela 1. As rea¢fes visaram detectar
a presenca dos genes blaCTX-M, blaSHV, blaTEM e blaKPC-2. E os primers
utilizados ao longo das reag0Oes estdo listados na tabela 1.
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Tabela 1. Primers utilizados para deteccéo dos genes de 3-lactamases.

Primer Sequéncia 5 3' Gene alvoe Produto Referéncia

KPC F TGTCACTGTATCGCCGTC blaxrc T —
R CTCAGTGCTCTACAGAAAACC ph prafi= etk
F SCSATGTGCAGYACCAGTAA

CTX-M blacmm 500pb

R CCGCRATATGRTTGGTGGTG
F TCGGGGAAATGTGCGCG

TEM blatem 700pb
R TGCTTAATCAGTGAGGCACC Cao V, etal, 2002
F TTATCTCCCTGTTAGCCACC

SHY R GATTTGCTGATTTCGCTCGG blasuy 900pb
R AAGCAGACTTGACCTGA

53 RESULTADOS EDISCUSSAO

Do total de 61 amostras de carcacas de frango coletadas, 34,0 %
(21/61) foram positivas para a presenca de Salmonella spp.. Em outras pesquisas
realizadas no Brasil, e também em outros paises, a partir de metodologia
semelhante foi possivel observar isolamento de Salmonella spp. em carne frango.
Como Baptista et al (2018), 9,6% (16/60); Silva et al (2018), 25% (5/20); Abdel-Aziz
(2016), 6,6% (5/75); Zhu et al (2014), 41,6% (663/1595). A prevaléncia de

isolamento de Salmonella spp no presente trabalho, € considerada alta, quando
comparada com os resultados dos trabalhos citados anteriormente.

A contaminacgdo por Salmonella .spp. observada nas amostras de
carne de frango analisadas pode ter sido decorrente de contaminagdo prévia no
préprio abatedouro, em razao de falhas que podem ocorrer no processo de abate e
processamento do produto (Lopes et. al, 2007; Von Ruckert et al, 2009). O que pode
ser sugerido, em razdo de que foram observados em alguns locais casos de fraude,
onde carcacas de frango originarias da industria eram retiradas de suas embalagens
originais e comercializadas como carne de frango in natura. Essa contaminacao pode
ainda ter ocorrido nos estabelecimentos de comercializacdo, em razao de condi¢cbes
higiénico sanitarias inadequadas observadas nestes locais.

Durante a aquisicdo das amostras nos locais de comercializacéo,
foram observadas falhas no processo de manipulacdo e das condi¢cbes higiénico
sanitarias como um todo (BRASIL, 2004). Dentre os principais pontos observados, é
dado destaque a temperatura de comercializagdo, uma vez que em 87% destes locais
a carne de frango era comercializada sob temperatura ambiente (30 °C a 32 °C ).
Temperatura propicia a multiplicacdo de Salmonella spp. Uma vez que estes
microrganismos podem se multiplicar em temperaturas de 5 °C a 45 °C, com
crescimento 6timo de 35 °C a 37°C (FRANCO & LANDGRAF, 2005; BHUNIA, 2008;
MAHMOUD, 2012). Fato também relatado em trabalhos de Khan et al (2018) e
Jarquin et al (2015). O que mostra mais uma vez a influéncia da temperatura na
contaminacgao de carne de frango por Salmonella spp.
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Além disto, em 58, 3% dos locais as mesas e bancadas ndo estavam
devidamente higienizadas. Em relacdo aos manipuladores observados nos locais
de comercializacdo, 100% ndo estavam com as unhas devidamente cortadas e
limpas. E o mesmo colaborador que manipulava a carne de frango era 0 mesmo
que atendia o caixa. Essas falhas nos processos de boas praticas de
manipulacdo observadas nesses locais de comercializagdo podem contribuir para a
contaminacdo e disseminacdo de Salmonella spp. neste produto, visto que essa
transferéncia pode decorrer entre varias interagbes entre homem, alimento e o
ambiente. Por esta razdo, a contaminacdo cruzada é o pilar na disseminacédo de
Salmonella spp.

Desta forma, por ser um dos mais importantes agentes
relacionados com infec¢cdes causadas pelo consumo de alimentos contaminados,
principalmente aqueles de origem avicola, € importante monitorar a prevaléncia de
Salmonella spp nestes alimentos (SHARR, 2003).

Resisténcia antimicrobiana

Perfil de susceptibilidade

Em relacédo ao perfil de susceptibilidade a antimicrobianos, 47,61%
(10/21), 42,85% (09/21), 4,76% (01/21), 14,28% (03/21), 23,80% (05/21), 47,61%
(10/21) do total de amostras foram resistentes a ampicilina, cefotaxima,
cloranfenicol, ciprofloxacina,e sulfametoxazol + trimetoprim, respectivamente.
Estudos realizados por Ziech (2015) e Sereno et al (2017), corroboram com 0s
resultados do presente estudo. Os autores observaram um total de 86% e 100% de
isolados de Salmonella spp. resistentes a antimicrobianos, respectivamente. Estes
dados confirmam que h& uma intensa disseminacdo de Salmonella spp.
resistentes a antimicrobianos em carne de frango. Em relacdo aos isolados
considerados sensiveis a antimicrobianos, assim como de susceptibilidade
intermediaria, podem ser observados na tabela 2.

A partir dos resultados obtidos no teste de susceptibilidade frente a
antimicrobianos, foi observado que 38% (08/21) das cepas de Salmonella spp
isoladas foram resistentes a mdltiplas drogas (MDR), ou seja, bactérias que séo
resistentes a no minimo trés classes de agentes antimicrobianos (MAGIORAKOS et
al., 2012).

A ocorréncia de cepas de Salmonella spp resistentes a multiplos
agentes antimicrobianos em carne de frango no Brasil € uma realidade crescente, fato
relatado em diversos trabalhos, que corroboram com o presente estudo (ZIECH,
2015; SERENO et al, 2017 ; BAPTISTA et al, 2018). E que pode ser explicado em
raz&do do intenso uso de antibidticos na produgéo animal, principalmente na producéo
avicola, onde os mesmos séo utilizados tanto para fins terapéuticos quanto para a
melhoria do desempenho.

A maior implicacdo quanto a disseminagdo de cepas de carater
zoonotico multidrogas resistentes, diz respeito a insucessos terapéuticos frente a
diversas afeccdes, tanto em casos humanos quanto em animais. Além disso, tal
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realidade leva a prejuizos nos planteis animais, uma vez que quando presentes,
estes agentes sdo de dificil eliminagdo. No caso da producdo avicola, a
permanéncia de agentes patogénicos é ainda mais preocupante, uma vez que a
densidade animal é maior, e consequentemente, ha uma maior disseminagdo um
menor periodo de tempo.

Foi observado que alguns antimicrobianos tiveram maior poder de
acao frente aos isolados, como o Cloranfenicol (4,28% (03/21)). Este resultado
pode ser reflexo da proibicdo do uso deste agente como agente terapéutico e como
promotor de crescimento na producéo animal (BRASIL, 1998; LIMA et al, 2009).

Contudo, esta realidade ndo é a mesma para a Ceftriaxona,
cefalosporina de 32 geracdo. O uso desta droga € proibido na producdo animal no
Brasil, porém foi observada resisténcia em 42,85% (09/21). Assim, a ocorréncia de
cepas de Salmonella resistentes a Ceftriaxona isoladas de carcacas de frango no
presente estudo indica a utilizacéo indiscriminada desta droga, ou outras drogas da
mesma classe de antimicrobianos, na producéo avicola (RIBEIRO, 2018).

Quando relacionados os locais de comercializacdo com o perfil de
resisténciasdos dos isolados (13, 15, 16, 17, 18). é possivel observar que a maioria
dos isolados que foram resistentes a trés ou mais drogas sao oriundas de um mesmo
mercado publico, 0 mercado publico nimero 7. O que sugere mais uma vez que
pode ter havido contaminacdo cruzada no local de comercializacdo, ou, estas
carcacas de frangos tenham sofrido contaminagdo prévia ainda no abatedouro
avicola.
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Tabela 2.. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos dos isolados de Salmonella spp..

Isolado AMP AMC CRO CTX CAZ IPM ATM CLO CIP

=
TTVITITNITITNDODNDODNNITWN®N T
VOOLOLLONLONLONOONNON®N Y
TONOONOONOODONNONNO®N®N®
VOOLLLONLONLONOLONNON®N Y
VOOOLLONOLONOLONDONNO®N®N®
VOOLLOLONLONOLONOONNONN®
VOOV ITIITITOONOONOONNDON®N Y
%
TTVITITOTTOONDOONOO®N TN DG

DT OVOIOVDOVDODONVIODTIOOHLO—N——U0N—0LW0NZID
JTooOonnnmvnmnunnn——————0—TV—0LIO—3D

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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Testes fenotipicos para deteccédo de Beta-lactamases de espectro estendido
(ESBL) e Carbapenemases

Do total de isolados testados quanto a presenca de ESBL por meio do
teste de aproximacdo dos discos, foi observado uma distorcdo do halo (zona
fantasma) ao redor do disco B-lactamico em 33,33% (07/21), caracteristica que indica
a presenca de cepas produtoras de ESBL. E os isolados negativos corresponderam
a 66,67% (14/21). Os isolados positivos foram oriundos dos mercados publicos 7, 2,
8el.

No teste de Hodge Modificado, para a deteccdo de enzimas
carbapenemases, 100% (21/21) dos isolado foram negativos quanto a presenca
desta enzima. O que pode ser justificado em razdo de agentes antimicrobianos
carbapenémicos nao serem utilizados frequentemente na producéo avicola.

Testes moleculares para a deteccédo de genes de resisténcia

Foi observado a presenca de genes de resisténcia que codificam [3-
lactamases (bla) e genes de resisténcia que codificam quinolonas (gnr) nos testes
moleculares realizados no presente estudo, e sdo descritos na tabela 3. Estes
resultados estdo de acordo com os resultados obtidos nos testes fenotipicos de
resisténcia também realizados. Uma vez que foram observados isolados resistentes
principalmente a classe dos [- lactamicos, como também a quinolonas e
sulfanamidas.

Além disto, também foi observada a presenca de cepas produtoras
de ESBL. E N&o foi observada a preseca de genes que codificam carbapenemases,
assim como no teste fenotitipico (teste de Hodge modificado).

A presenca de cepas resistentes aos B-lactamicos, assim como de
genes de resisténcia para 0s mesmos, sao achados preocupantes. Uma vez que
estes agentes antimicrobianos sao utilizados para o tratamento de infeccoes
causadas por diversos microrganismos, principalmente Salmonella spp. Assim,
guando ha resisténcia a estes antibioticos, ocorre falhas nos tratamentos, e como
consequéncia sério problema de saude publica (ALEKSHUN e LEVY, 2007; KIRBIS
& KRIZMAN, 2015; GEBREYES et al, 2017).
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Tabela 3 Genes de resisténcia detectados em cada isolado obtidos no estudo.
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A presenca de tais genes de resisténcia detectados em isolados de
Salmonella spp. de origem alimentar no presente estudo, alerta mais uma vez para a
um problema de saude publica. Uma vez que, a transmissao horizontal de genes de
resisténcia ocorre principalmente por plasmideos que codificam as [B-lactamases
(GYLES, 2008).Além dist, estes genes tem origem comunitaria, € sdo comuns a
ambintes hospitalares (SILVA & LICOPAN, 2012). Desta forma, a circulacdo dessas
cepas resistentes a tais medicamentos pontua sobre o controle de Salmonella spp
na carne de frango. (BORGES et al., 2019; MACIEL; MACHADO; AVANCINI, 2019;
SIVASANKAR et al., 2020).

Desta forma, a emergéncia e disseminacdo de cepas de Salmonella
multirresistentes aos antimicrobianos leva a sério impacto na saude publica a nivel
mundial. E com isso ha necessidade de uma maior atencdo dos 6rgaos de saude e
vigilancia, assim como os setores de produc¢éo de produtos de origem animal.

Formacgéo de biofilme

Quanto a capacidade de formacdo de biofilme pelo teste de
aderéncia em microplacas, todos os isolados das 21 amostras positivas foram
capazes de formar biofilme. Esse resultado corrobora com os resultados obtidos por
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Oliveira et al (2014), Ziech et al (2015), Sereno et al (2017), Borges et al (2018), e
Rodrigues et al (2019), onde 97%, 100%, 72.7%, 92.2% e 100% das cepas de
Salmonella spp isoladas nos trabalhos acima citados também foram capazes de
formar biofilme, respectivamente.

Quando classificados quanto ao grau de formacgédo de biofilme, de acordo com
Stepanovic” et al (2007), foi observado que 100% (21/21) dos isolados de Salmonella
spp testados foram consideradas como fraco formadores de biofilme. NUmero
considerado elevado quando comparado com o estudo de Sereno et al (2017), onde
apenas 59,1% dos isolados foram considerados fracos formadores de biofilme.

A presenca de cepas de Salmonella spp formadoras de biofilme
observadas no presente trabalho alerta para o risco a salde que este achado pode
trazer. A capacidade de formar biofilme faz com que as bactérias fiquem protegidas
dentro do biofilme, e com isso figuem menos susceptiveis a fatores externos, como
a acao de agentes antimicrobianos.

Além disso, as células submetidas a situacfes de estresse, em taxa
de crescimento e com disponibilidade de nutrientes escassa podem expressar
fendtipos relacionados a mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos
(GILBERT et al., 2002). Ghigo (2001), cita que isto ocorre devido a troca de material
genético entre as bactérias, especialmente genes que codificam a resisténcia a
antimicrobianos, uma vez que nos biofilmes a multiplicacdo € menor, porém a taxa
de conjugacdo é maior. Desta forma, a emergéncia de cepas de Salmonella spp.
resistentes a antimicrobianos pode levar a insucesso nos tratamentos, e gerar
grande impacto negativo na saude publica.

A presenca de biofilmes de Salmonella também acarreta prejuizos
para as industrias de alimentos. Quando presentes, estas estruturas causam
corrosao de superficies de equipamentos e materiais.

Além disto, facilitam a permanéncia de microrganismos patogénicos,
gueacarretam enfermidades aos consumidores, além de microrganismos
deteriorantes que ocasionam a depreciacdo do produto final por alteracdes fisico-
guimicas e sensoriais. (KASNOWSKI et al., 2010; BRIDIER et al., 2014; MARTIN,
2015; SINGH et al., 2017).

5.4 CONCLUSAO

A partir do presente estudo foi possivel constatar a presenca de
Salmonella spp formadoras de biofilmes e resistentes a antimicrobianos, além da
deteccdo de genes de resisténcia a classes de agentes antimicrobianos oriundas de
carcacas de frango comercializadas em mercados publicos.
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6. CONSIDERACOESFINAIS

A confirmacéo de isolados de Salmonella spp. formadores de biofiime e
multirresistentes a antimicrobianos, e a deteccdo de genes de resisténcia
relacionados a classes de antimicrobianos, obtidos por meio da realizacdo deste
estudo demostrou a importancia de monitorar a presengca de Salmonella spp., em
carcacas de frango comercializadas em mercados publicos da cidade do Recife — PE,
assim como a presenca de genes de resisténcia, uma vez que estes genes sdo
disseminados entre os microrganismos, assim como por todo o ambiente. Desta
forma, a salde dos consumidores, e também dos manipuladores esta em risco,
visto que estes mercados publicos sdo locais que recebem grande numero de
consumidores. Estes achados também servem de alerta aos 6rgdos competentes
guanto ao monitoramento da forma de comercializacdo deste produto nestes locais,
em virtude de terem sido observadas situacdes de fraude no momento da aquisicao
das amostras nestes locais. Portanto, € necessario que sejam realizadas acfes
educacionais preventivas com os consumidores e comerciantes sobre 0s riscos que
praticas inadequadas de comercializacdo, manipulacdo, e preparo da carne de
frango podem acarretar a saude.
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