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Resumo

Foi caracterizada a diversidade fenotipica e genotipica de 87 isolados de
Salmonella spp. coletados de margo de 2010 a margo de 2011, em sete estados brasileiros.
Os isolados foram submetidos a sorotipagem, teste de susceptibilidade antibidtica por
micro-diluicdo em caldo, e Eletroforese em Gel de Campo Pulsado. Dezesseis sorotipos
foram identificados, e Salmonella sorotipos Enteritidis (19,54%), Infantis (16,09%),
Minnesota (13,79%), Corvallis (12,64%), Schwarzengrund (11,49%) and Typhimurium
(8,05%) foram, respectivamente, os mais comuns. Salmonella sorotipos Infantis e
Typhimurium foram isoladas de fezes humanas e de frangos. Setenta e um isolados
(81,61%) foram resistentes a um ou mais antibidticos. As maiores taxas de resisténcia
foram registradas contra sulfametoxazol-trimetoprim (63,22%), tetraciclina (29,89%) e
ampicilina (18,39%). PadrBes de resisténcia a multiplas drogas foram observados em 11
isolados de frango. Salmonella sorotipos Enteritidis, Infantis, Minnesota, Typhimurium,
Heidelberg and Schwarzengrund foram relacionadas a padrdes de PFGE distribuidos em
diferentes estados, sugerindo a existéncia de uma origem comum e a circulacdo desses
clones entre tais regides. Salmonella sorotipo Infantis compartilhou o0 mesmo padréo clonal
entre isolados de fezes humanas e frangos. Estes resultados indicam a ampla distribuicao
de sorotipos, padrdes clonais e de resisténcia antibidtica entre os isolados, com frequente
exposicdo de susceptiveis a contaminacbes e re-contaminacGes. Além disso, a co-
circulacdo de isolados com diferentes padrGes de resisténcia pode favorecer a aquisi¢do de
genes, permitindo o surgimento de cepas multi-resistentes. A compreensdo sobre origem,
rota de transmissdo e relagOes entre os hospedeiros de Salmonella spp. permite a
identificacdo precoce de surtos e potenciais padrdes de resisténcia, possibilitando a adogédo

de medidas de prevencao e controle de surtos.
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Abstract

We characterized the phenotypic and genotypic diversity of 87 Salmonella spp. isolates
collected from March 2010 to March 2011 in seven Brazilian States. The isolates were
submitted to serotyping, to antibiotic susceptibility test by broth microdilution, and Pulsed
Field Gel Electrophoresis. Sixteen serotypes were identified, and Salmonella serotypes
Enteritidis (19,54%), Infantis (16,09%), Minnesota (13,79%), Corvallis (12,64%),
Schwarzengrund (11,49%) and Typhimurium (8,05%) were, respectively, the most
common. Salmonella serotypes Infantis and Typhimurium were isolated from human stool
and poultry’s. Seventy one isolates (81,61%) were resistant to one or more antibiotics. The
highest resistance rates were registered against trimethoprim-sulfamethoxazole (63,22%),
tetracycline (29,89%) and ampicillin (18,39%). Multidrug resistance patterns were
observed in 11 poultry isolates. Salmonella serotypes Enteritidis, Infantis, Minnesota,
Typhimurium, Heidelberg and Schwarzengrund were related to PFGE patterns spread in
different States, suggesting the existence of a common origin and the circulation of these
clones among these regions. Salmonella serotype Infantis shared the same clonal pattern
among isolates from stool and poultry’s samples. These results indicate the wide
distribution of serotypes, clonal patterns and antibiotic resistance among the isolates, with
frequent exposure of susceptible to contaminations and recontaminations. Moreover, the
co-circulation of isolates with different resistance patterns can favor the resistance genes
acquisition, allowing the emergence of multidrug-resistance strains. The understanding
about origin, route transmission and relation among Salmonella spp. hosts allows the
precocious identification of outbreaks and of potential resistance patterns, enabling the use

of preventive actions and the control of the outbreaks.
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1 INTRODUCAO

As doencas transmitidas por alimentos representam uma importante causa de
morbidade e mortalidade em todo o mundo e, durante as Gltimas décadas, tém aumentado
sua incidéncia. A globalizacdo no processo de fornecimento alimentar contribui para a
distribuicdo mundial dessas doencas, caracterizando-as como um sério problema de saude
publica. Anualmente, cerca de 1,8 milhdes de criangas vao a 6bito devido a doencas
diarreicas, das quais uma grande parte é de origem alimentar. Apesar de esses 6bitos
ocorrerem, em sua maioria, em paises subdesenvolvidos, as doencas de origem alimentar
ndo se limitam a esses paises, nem tdo pouco a criancas. Nos Estados Unidos,
aproximadamente 76 milhGes de enfermidades, 325 mil hospitalizacbes e 5 mil mortes
ocorrem a cada ano, devido a infeccdo de origem alimentar (FLINT et al., 2005; STEIN et
al., 2007; SENIOR, 2009).

As salmonelas estdo entre os principais patdgenos causadores dessas doencas,
levando a ocorréncia de milhGes de doencas diarreicas e milhares de dbitos, por ano, tanto
em paises em desenvolvimento quanto em paises desenvolvidos (HENDRIKSEN et al.,
2009). Estima-se que, anualmente, no mundo, ocorram 93,8 milhdes de casos de
gastroenterite por salmonelas ndo-tifides, dos quais 155.000 resultam em ¢bito. Desses
casos, estima-se que 80,3 milhdes sejam de origem alimentar (MAJOWICZ et al., 2010).
Somente nos Estados Unidos, as salmonelas ndo-tiféides causam, anualmente, cerca de 1
milhdo de doengas de origem alimentar, mais de 19 mil casos de hospitalizagéo e,
aproximadamente, 380 Obitos, com custos médicos diretos estimados em cerca de 365
milhdes de délares (CDC, 2011%; CDC, 2011?).

No Brasil, houve uma diminui¢cdo no nimero de casos de infecgcbes humanas nos
ultimos anos. Contudo, a incidéncia de isolados de origem alimentar e ambiental
apresentou um significativo aumento. No ano de 2010, foram registrados 376 isolados
humanos, 7.970 de origem alimentar, 1.996 de alimentos de origem animal, 6.283
ambientais e 1.674 de animais (WHO, 2011).

Contudo, a situacdo vem se agravando com o aumento da resisténcia antibidtica por
essas bactérias. O uso de antibidticos em humanos e em animais destinados a alimentacéo
tem selecionado bactérias resistentes, que podem ser facilmente disseminadas, tendo em

vista o atual sistema de producéo e distribuicdo em massa de alimentos. A elevada taxa de



resisténcia contribui para o estabelecimento de formas invasivas da infecgdo e dificulta o
tratamento, levando ao aumento da morbidade e da mortalidade (SU et al., 2004;
DUPONT, 2007; MAJOWICZ et al., 2010). No Brasil, estudos evidenciam significativas
taxas de resisténcia e, inclusive, multi-resisténcia em isolados de origem humana, animal e
alimentar (FERNANDES et al., 2009; VAZ et al., 2010; MEDEIROS et al., 2011).

Nesse ambito, o esclarecimento da origem do patdgeno e da sua disseminagdo
através da cadeia de transmissdo € de fundamental importancia para a adogdo de medidas
de profilaxia e controle, que visem a diminui¢cdo da incidéncia e de surtos. Para tanto, as
bactérias podem ser separadas com base na caracterizagdo fenotipica (ex.: sorotipagem e
perfil de susceptibilidade antibidtica) e/ou genotipica — através de técnicas de tipagem
molecular. Dentre estas Gltimas, destaca-se a Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (do
inglés, PFGE), considerada padrdo-ouro para a tipagem bacteriana, devido ao seu alto
poder discriminatorio, sua ampla aplicabilidade e sua concordancia epidemioldgica
(BARRET; GERNER-SMIDT; SWAMINATHAN, 2006; FOLEY; ZHAO; WALKER,
2007).

Devido ao uso de enzimas de restricdo de corte raro e um sistema de eletroforese
com correntes elétricas alternadas, essa técnica permite a separacdo de grandes fragmentos
de uma molécula de DNA cromossomal completa, gerando padrdes especificos da estirpe
(FOLEY; ZHAO; WALKER, 2007; IMEM; RIDHA; MAHJOUB, 2012) e atuando, assim,
como uma importante ferramenta em contextos epidemioldgicos a curto e longo prazo e a
niveis geograficos locais ou, até mesmo, continentais (LACONCHA et al., 2000; KAY et
al., 2007; PANG et al., 2007; HOELZER et al., 2011).



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Histoérico

Os primeiros registros de infeccdo por bactérias do género Salmonella spp.
provavelmente foram feitos por Hipdcrates, quando descreveu sintomas que incluiam a
febre, e pelo médico romano, Antonio Musa, responsavel pelo tratamento do imperador
Augusto. A descricdo dos sintomas que levaram Alexandre o Grande a 6bito em 323 a.C.,
feita por Arrian e Plutarch, também deixou a suspeita de que Alexandre teria morrido de
febre tifoide (HUCKSTEP, 1962 apud SARAVIA-GOMES; FOCACCIA, 1991, p. 401;
OSLER, 1892 apud CUNHA, 2004, p. 62-63).

Entre 1607 e 1624, somente nos Estados Unidos, foram relatados mais de 6.000
casos de morte pela doenca (WHO, 1975 apud EZEAGWUANA et al., 2011). Em 1659, o
médico inglés Thomas Willis descreveu os sintomas da febre tifoide, diferenciando-a de
muitas outras doencas similares e reconhecendo-a como doenca especifica. Em 1826, o
médico francés Trousseau estudou minuciosamente a inflamacdo das placas de Peyer e de
Brunner e verificou a especificidade das lesdes anatomo-patolégicas da doenga,
distinguindo-a de outras enfermidades intestinais. Trés anos depois, Pierre Louis
confirmou seus estudos, descrevendo as lesGes post-mortem deixadas pela febre tifoide,
principalmente a hipertrofia e a ulceracdo das placas de Peyer (HUCKSTEP, 1962 apud
SARAVIA-GOMES; FOCACCIA, 1991, p. 401).

A partir de 1856, trabalhos publicados pelo médico inglés William Budd
demonstraram que o agente causador da febre tifoide era expelido pelas fezes e que o leite
e a 4gua eram importantes fontes de infeccdo (DOWLING, 1977 apud EDITORIAL, 1978,
p. 741). Como medida de controle, no ano de 1875, foi realizado um melhoramento no
sistema de fornecimento de 4gua domeéstica, que levou a uma redugdo do numero de casos
da doenca até o fim da década de 1880 (GREENWOOD, 1935 apud HARDY, 2004, p.
541).

Justamente no primeiro ano desta década — 1880 — foi feita a primeira observacéo
do agente etioldgico em cortes histopatologicos de bago e nddulos linfaticos mesentéricos
de um paciente vitimado pela febre tifoide, pelo bacteriologista aleméo Karl Joseph Eberth,

gue nomeou 0 microrganismo como bacilo de Eberth ou Eberthella typhi. Quatro anos



depois, o bacilo foi isolado em meio de cultura pelo bacteriologista George Theodor
August Gaffky (HUCKSTEP, 1962 apud SARAVIA-GOMES; FOCACCIA, 1991, p. 401).

Em 1886, o veterinario Daniel EImer Salmon e o epidemiologista e patologista
Theobald Smith, ambos americanos, encontraram a bactéria em porcos acometidos por
uma doenca conhecida como coélera suina (“hog cholera”), dando ao microrganismo o
nome de “hog-cholerabacillus” (ACHARD; BENSAUDE, 1896 apud GRIMONT;
GRIMONT; BOUVET, 2000, p. 1).

Gaertner, em 1888, confirmou, provavelmente pela primeira vez em laboratorio, um
surto de salmonelose ao isolar Bacterium enteritidis (posteriormente chamada de
Salmonella enteritidis) da carne de uma vaca recém-abatida e dos 6rgdos de um homem
que estava entre 58 pessoas que ingeriram a carne e desenvolveram um quadro de
gastroenterite (TOPLEY; WILSON, 1929 apud BELL; KYRIAKIDES, 2002, p. 1;
GARTNER, 1888 apud M@LBAK; OLSEN; WEGENER, 2006, p. 58). Ainda nesse ano,
ocorreu o primeiro relato de isolamento da bactéria em aves, quando Klein isolou
Bacterium gallinarum de frangos acometidos por tifose aviaria em um surto na Inglaterra
(KLEIN, 1889 apud POPPE, 2000, p. 107).

No ano de 1896, Almroth E. Wright, na Inglaterra, e Richard Pfeiffer e Wilhelm
Kolle, na Alemanha, desenvolveram a primeira vacina tiféide para humanos (PFEIFFER,;
KOLLE, 1896; WRIGHT; LEISHMAN, 1900 apud IVANOFF; LEVINE; LAMBERT,
1994, p. 957). Concomitantemente, se desenvolvia um novo teste para o diagnéstico do
bacilo tiféide — o sorodiagnostico de Widal — a partir da constatacdo de que o bacilo
aglutinava na presenca de soro de animal ou humano imunizado (WIDAL; SICARD, 1896
apud IVANOFF; LEVINE; LAMBERT, 1994, p. 957).

Quatro anos depois, Rettger descreve a pulorose, uma septicemia de pintinhos,
causada pelo Bacterium pullorum, posteriormente chamada de septicemia fatal de
pintinhos ou diarréia branca (RETTGER, 1900 apud POPPE, 2000, p. 107).

Ainda em 1900, o cientista francés Joseph Léon Ligniéres sugere uma mudanca de
nomenclatura, dando ao bacilo o nome de Salmonella, como homenagem a Salmon
(TOPLEY; WILSON, 1929; D’AOUST, 1989 apud BELL; KYRIAKIDES, 2002, p. 1).

Durante as primeiras cinco a seis décadas de 1900, os principais relatos de
salmonelose eram sobre Salmonella sorotipo Typhi, tendo o homem como hospedeiro
especifico (MANDAL, 1979 apud POPPE, 2000, p. 107). A adocdo de medidas de

melhoramento sanitario nos paises desenvolvidos possibilitou o declinio da doenca causada



por esse sorotipo; contudo houve uma ampla disseminagdo e aumento da prevaléncia de
tifose aviaria e pulorose em galinhas e perus causando sérios prejuizos a inddstria aviaria
(RETTGER, 1909; HEWITT, 1928; SCHAFFER et al., 1928; RANTA; DOLMAN, 1947,
EDWARDS, 1958; BYNOE; YURACK, 1964; NICOLLE, 1964; SEELIGER; MAYA,
1964 apud POPPE, 2000, p. 107; TAUXE, 1999).

Nessa época, iniciou-se o emprego da bacteriologia como uma importante
ferramenta na confirmacéo das possiveis origens de infeccdo e na compreensao do status
de portador, bem como na provisdo de uma base diagndstica, com o sorodiagndstico de
Widal, o qual se tornou o teste padrdo para a evidéncia de contato prévio com a bactéria
(TOPLEY; WILSON, 1936; HENDERSON, 1976 apud BARROW, 1993, p. 654).

Mas um grande avanc¢o no diagndéstico ainda estava por vir, com a descoberta dos
antigenos flagelar H e somatico O, por Weil e Felix, em 1918, que levou ao
desenvolvimento de um esquema de sorotipagem, por White e Kauffmann, em 1920,
designando um sistema de classificacdo para Salmonella spp., que permitiu uma melhor
compreensdo da epidemiologia dessas infec¢bes (WEIL; FELIX, 1918 apud M@LBAK;
OLSEN; WEGENER, 2006, p. 59).

A combinacdo dos métodos bacterioldgicos com medidas de controle regidas por
6rgdos governamentais e a introducdo da vacina contra Salmonella sorotipo Gallinarum,
em 1950, resultaram na diminuicdo drastica das salmoneloses aviarias entre as décadas de
1950 e 1960 em paises desenvolvidos, sendo que, apos alguns anos, a doenca pdde ser
completamente extinguida em alguns desses paises (BARROW, 1993).

Entretanto, a partir de 1940 verificou-se um crescente aumento de isolados de
sorotipos de Salmonella spp. né&o-tiféide ndo especifica de humanos e de animais, tais
como Salmonella sorotipo Typhimurium e Salmonella sorotipo Enteritidis, que
permanecem até hoje como os sorotipos mais isolados de humanos e de animais
(GALTON et al., 1964; GUTHRIE, 1992 apud POPPE, 2000, p. 108).

Em 1952, os antibioticos foram introduzidos como suplemento alimentar na criagdo
de suinos debilitados, na Gra-Bretanha e nos Estados Unidos (WORDEN; BUNYAN,
1952 apud HARDY, 2004, p. 543). Dentro de uma década, os antibidticos ja estavam
sendo comumente utilizados como suplemento alimentar, e as consequéncias desse uso ja
se evidenciaram em meados dos anos 1960, com a constatacdo de que isolados de
Salmonella sorotipo Typhimurium resistentes aos antibioticos estavam sendo disseminados

pelo pais, por bezerros. Porém, a maior gravidade do problema foi notada em 2000, quando



se iniciou a disseminacdo desses isolados entre as infeccbes humanas (ANDERSON;
LEWIS, 1965 apud HARDY, 2004, p. 543).

No Brasil, até o final da década de 1890 a evolucdo benigna da febre tifoide
dificultava a comprovacdo anatomo-patolégica da doenca, impedindo a precisdo no
diagnéstico, principalmente no que diz respeito ao diagnostico diferencial em relacdo a
malaria. Nessa época, os médicos diagnosticavam as chamadas “febres paulistas” como
maldria; porém a auséncia de formas tipicas de malaria nas regides acometidas tornava o
diagndstico inviavel (RELATORIO DO INSTITUTO BACTERIOLOGICO, 1894 apud
BENCHIMOL, 2003, p. 36).

Em 1894, Adolpho Lutz, inconformado com a situagdo, decidiu observar a clinica
dos pacientes, avaliando a doenca como febre tifoide. Ficou, entdo, evidenciado que as
chamadas “febres paulistas” nada mais eram que casos de febre tifoide (LUTZ, 1936 apud
TEIXEIRA, 2007, p. 142).

Enfrentando a oposi¢cdo de muitos médicos, em 1897, Lutz conseguiu isolar o
bacilo em fezes de pacientes e enviou trés culturas do bacilo isolado para Eberth, sendo o
diagnostico reafirmado pelo mesmo. Lutz ainda preparou uma colecdo anatomo-patolégica
das autdpsias realizadas, mostrando, definitivamente, que se tratava da febre tiféide
(LUTZ, 1936 apud TEIXEIRA, 2007, p. 143).

Acompanhando o cenario mundial, a partir de 1940 registrou-se no pais o declinio
das infeccdes por Salmonella sorotipo Typhi e 0 aumento de infeccdes por salmonelas nédo-
tifdides (TAUNAY et al., 1996). Entre 1982 e 1991, Salmonella sorotipo Typhimurium foi
0 sorotipo mais isolado de infec¢fes de origem alimentar, tendo a maionese caseira como
principal fonte de infecgdo (HOFER; REIS, 1994).

No setor avicola, de 1962 a 1971, os sorotipos mais frequentes foram,
respectivamente, Salmonella sorotipos Pullorum, Gallinarum e Derby, seguidos por
Salmonella sorotipos Oranienburg, Typhimurium e Anatum. Entre 1972 e 1981,
Salmonella sorotipos Pullorum e Gallinarum foram os mais prevalentes, seguidos por
Salmonella sorotipos Derby, Oranienburg, Typhimurium e Enteritidis. J& de 1982 a 1991,
Salmonella sorotipo Typhimurium se tornou o sorotipo mais prevalente, seguido por
Salmonella sorotipos Gallinarum, Heidelberg, Enteritidis, Infantis, Pullorum e Hadar
(HOFER; SILVA FILHO; REIS, 1997).

A partir de 1993, se tornaram frequentes as ocorréncias de Salmonella sorotipo

Enteritidis tanto de origem humana quanto ndo-humana, e os surtos foram relacionados,



principalmente, ao consumo de alimentos contendo ovos crus ou semi-crus (PERESI et al.,
1998; SILVA; DUARTE, 2002).

Em 19 de setembro de 1994, foi instituido o Programa Nacional de Sanidade
Avicola — Portaria 193 — estabelecendo normas de controle e/ou erradicacao das principais
doencas aviarias (BRASIL, 1994); e em 23 de janeiro de 1995, foram aprovadas alteragdes
para analises de carcaca de aves e pesquisa de Salmonella spp. (BRASIL, 1995).

No periodo de 1996 a 1999, foi registrado o surgimento dos primeiros isolados de
Salmonella sorotipo Enteritidis, tanto de origem humana quanto ndo-humana, resistentes a
antibioticos, contribuindo para a manutencéo deste sorotipo como um dos mais prevalentes
no Brasil (TAVECHIO et al., 1999 apud SILVA; DUARTE, 2002).

2.2 Caracteristicas da bactéria

2.2.1 Caracteristicas morfoldgicas

As salmonelas sdo bacilos Gram negativos medindo 0,7-1,5 um de largura por 2,0-
5,0 um de comprimento, ndo formadores de esporos nem de capsula e mdveis pela
presenca de flagelos peritriqueos, com excecdo de Salmonella sorotipos Gallinarum e
Pullorum e de isolados imdveis resultantes de disfuncdo flagelar. Algumas estirpes podem
produzir fimbrias, mas a maioria das estirpes de Salmonella sorotipo Paratyphi A e
algumas de Salmonella sorotipos Paratyphi B, Typhi e Typhimurium sdo nao-fimbriadas
(CAFFER; TERRAGNO, 2001; D’AOUST; MAURER, 2007; PARIJA, 2009).

2.2.2 Caracteristicas bioquimicas

As salmonelas sdo anaerObias facultativas e quimiorganotroficas, e tém a
capacidade de metabolizar nutrientes tanto pela via respiratéria quanto pela via
fermentativa (D’AOUST; MAURER, 2007).

Apesar de apresentarem caracteristicas bioquimicas béasicas, como mostrado na
tabela 1, a grande variabilidade genética dessas bactérias, devido a mutacdes e trocas
conjugativas de plasmideos intra e inter-género, tem implicado na manifestacdo de perfis
bioguimicos atipicos. Diversos estudos ja relataram a ocorréncia de estirpes de Salmonella
spp. portadores de plasmideos que codificam enzimas que permitem a fermentagdo de



lactose (isolados lac’) e de sacarose (isolados sac’) (KUMAR; SURENDRAN;
THAMPURAN, 2009). Na década de 70, por exemplo, Falcéo et al. (1975) descreveu uma
variedade endémica de Salmonella spp. portadora do plasmideo lac’, resistente a multiplos
antibidticos, na cidade de Sdo Paulo. Outros achados atipicos, incluem estirpes incapazes
de descarboxilar lisina (MORITA et al., 2006; YAMASAKI et al., 2007), produtoras de
urease (FARMER IlI et al., 1975) e de indol, e de fécil crescimento na presenca de KCN
(D’AOUST; MAURER, 2007).



Tabela 1 — Caracteristicas bioquimicas basicas das Salmonelas

Teste Resultado Excecdes

Crescimento na presenca de cianeto de potassio (KCN) -

Metabolismo de glicose Fermentacéo + Salmonella sorotipo Typhi
Producdo de gas + Salmonella sorotipo Typhi

Produgéo de Arginina diidrolase +

Fermentacdo de

Utilizacdo de

Catalse

Citocromo oxidase
Gelatinase

H,S

Indol

Lisina descarboxilase
Nitrato redutase
Ornitina descarboxilase
Fenilalanina desaminase
Urease

a-glutamil transferase
Adonitol

Arabinose

Dulcitol

Lactose

Maltose

Manitol

Rhamnose

Sacarose

Salicina

Sorbitol

Citrato de sodio

+

Salmonella sorotipos Paratyphi A e Choleraesuis e alguns outros sorotipos

Salmonella sorotipo Paratyphi A

Salmonella sorotipo Typhi

Salmonella sorotipo Typhi
Salmonella sorotipo Typhi

Salmonella sorotipo Typhi

Salmonella sorotipo Typhi
Salmonella sorotipo Typhi

Salmonella sorotipo Typhi

Salmonella sorotipos Typhi e Paratyphi

Fonte: Baseada em GRIMONT; GRIMONT; BOUVET, 2000; ELLERMEIER; SLAUCH, 2006; PARIJA, 2009; WINN; KONEMAN, 2010.
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2.2.3 Caracteristicas fisioldgicas

As salmonelas encontram na temperatura de 37°C e na faixa de pH entre 6 e 8, as
condicdes ideais para 0 seu crescimento e sobrevivéncia (PARIJA, 2009). Todavia, estes
micro-organismos tém uma grande capacidade de adaptacdo a condi¢Oes ambientais
extremas, 0 que se confirma por estudos que demonstram a sobrevivéncia dessas bactérias
em temperaturas entre 2°C (RADKOWSKI, 2002) e 90°C (SHACHAR; YARON, 2006), e
a valores de pH entre 2,3 e 9.5, com crescimento entre 20°C e 40°C (MOAT; FOSTER,;
SPECTOR, 2002) e a partir de um pH de 45 (BELL; KYRIAKIDES, 2002,
MIGEEMANATHAN et al., 2011; VIALA et al., 2011).

Para sobrevivéncia e crescimento em baixas temperaturas, as salmonelas sintetizam
um conjunto de proteinas chamadas Proteinas de Choque Frio (CSP) ou entdo as Proteinas
de Adaptacdo ao Frio (CAP) (RON, 2006). J& sob condicbes de altas temperaturas, as
salmonelas sintetizam as chamadas Proteinas de Choque Térmico (HSP) (MOAT;
FOSTER; SPECTOR, 2002).

Quando submetidas a condicGes acidas, as bactérias reagem ativando enzimas do
tipo aminoécido descarboxilase (VIALA et al., 2011) ou entdo um sistema proteico,
chamado Sistema Regulatorio de Duplo Componente PhoP-PhoQ (BEARSON; WILSON;
FOSTER, 1998; GROISMAN, 2001), que promovem a regulacdo do pH (MOAT,
FOSTER; SPECTOR, 2002). Por outro lado, sob fortes condi¢des alcalinas, as bactérias
catabolizam aminoéacidos, com a subsequente producdo de produtos acidos que revertem a
alcalinizacdo (SAMPATHKUMAR; KHACHATOURIANS; KORBER, 2004).

Em relacdo a atividade de agua (aw), 0 potencial de crescimento da Salmonella spp.
se inicia a partir de valores de 0.93, ocorrendo variacdes dependendo do sorotipo, do
substrato, da temperatura e do pH. Concentracbes de cloreto de sodio (NaCl) de
aproximadamente 1,8% desempenham atividade bacteriostatica sobre a bactéria, enquanto
concentragfes maiores, geralmente entre 3 e 4%, inibem completamente a sua presenca.
Contudo, a tolerancia a sais aumenta conforme o aumento de temperatura (BHUNIA,
2008; SHRESTHA et al., 2011).
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2.2.4 Parede celular

Assim como em outros bacilos Gram-negativos, a parede celular das salmonelas é
revestida por uma camada complexa de lipopolissacarideo — LPS — (Figura 1). Esta
estrutura atua como uma barreira hidrofobica, limitando a entrada de substancias nocivas,
tais como sais biliares, enzimas digestivas e certos antibioticos, alem de permitir a evasdo
da bactéria frente ao sistema imunolégico do hospedeiro (BAYSTON; COHEN, 1990).
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Figura 1 — Representacdo esquematica da estrutura da parede celular das salmonelas
Fonte: Adaptada de HOLST; MORAN; BRENNAN, 2009.

O LPS ¢ constituido por trés regides bem definidas (Figura 2): uma regido distal
conhecida como polissacarideo O (ou antigeno O), um oligossacarideo central (core R) e

uma regido interna conhecida como lipidio A (ou endotoxina) (LEIVE, 1973).
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Figura 2 — Representacdo esquematica da estrutura intacta do lipopolissacarideo
Fonte: Adaptada de RYCROFT, 2000.
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O polissacarideo O é formado pela repeticdo de 25 a 40 unidades de
oligossacarideos, compostos por 2 a 6 monossacarideos cada, que comportam distintas
unidades de residuos de carboidrato, as quais exibem propriedades antigénicas exclusivas.
O sorotipo da bactéria é determinado por estes determinantes antigénicos, também
conhecidos como fatores O (BAYSTON; COHEN, 1990; RYCROFT, 2000). Esta é a
regido mais imunogénica do LPS, visto que o polissacarideo O é o mediador da evasdo da
imunidade inata do hospedeiro, contribuindo para o aumento da sobrevida da bactéria
(DUERR et al., 2009).

A presenca de uma sequéncia completa de unidades de oligossacarideos — LPS na
forma S — confere a bactéria uma caracteristica morfo-colonial “lisa”. Ja uma sequéncia
incompleta — LPS na forma R —, por ocorréncia natural ou por mutagénese determinada em
laboratério, leva a producdo de colbnias com superficie irregular, pelas mutantes
“rugosas”, as quais sdo menos virulentas que as estirpes “lisas” (RYCROFT, 2000).
Entretanto, a auséncia do polissacarideo O e de parte da sequéncia do core, resulta em
bactérias intensamente rugosas (“deep rough”), avirulentas, susceptiveis a compostos
hidrofobicos devido a perda de grupos responsaveis pela manutencdo da permeabilidade,
localizados nessa regido (RAETZ; WHITFIELD, 2002).

O comprimento da cadeia do antigeno O representa um importante fator de
protecdo da Salmonella spp. contra fatores anti-microbianos do hospedeiro e esta
fortemente associado a invasdo das células hospedeiras. A estrutura completa deste
antigeno atrasa o reconhecimento da bactéria por determinados receptores das células
hospedeiras — os receptores Toll-like do tipo 4 (TLR-4) — retardando a ativacdo da
imunidade inata. Além disso, estimula a secrecdo de proteinas efetoras do chamado
Sistema de Secrecdo do Tipo Il (T3SS), codificado por um segmento cromossémico que
carreia um grupo de genes de viruléncia, conhecido como Ilha de Patogenicidade, mais
especificamente a Ilha de Patogenicidade 1 da Salmonella (SPI-1) (BHUNIA, 2008;
DUERR et al., 2009; HOLZER et al., 2009).

O core R é uma estrutura composta por um grupo de 6 a 8 agUcares ndo-repetidos
(RYCROFT, 2000). Em estirpes lisas, € subdividido em core interno — proximal ao lipidio
A — e core externo — que prové um sitio de ligacdo ao polissacarideo O. O core interno
tende a ser bem conservado dentro de um mesmo género ou uma mesma familia, enquanto
0 core externo apresenta uma maior variabilidade estrutural (RAETZ; WHITFIELD,
2002). Isolados mutantes, sem o polissacarideo O, mas com a estrutura do core R intacta
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séo classificadas como Ra. Aqueles que apresentam, ainda, auséncia de parte da estrutura
do core R (“deep rough”) sdo classificados de Rb a Re, dependendo do sitio afetado, sendo
que entre as salmonelas ha dois tipos de core bem conhecidos (Ra e Rb) (BAYSTON;
COHEN, 1990; OLSTHOORN et al., 1998, MANSFIELD; FORSYTHE, 2001;
NIKAIDO, 2003).

O lipidio A € constituido por um dimero de N-acetilglicosamina (NAG) fosforilado,
ao qual estdo ligados 6 ou 7 acidos graxos saturados, conferindo hidrofobicidade ao LPS.
Esta é a regido mais conservada do LPS e também a que possui a maioria de suas
propriedades endotdxicas, tais como determinacdo da febre, ativacdo do complemento
sérico, de cininas e do sistema de coagulacdo, depressdo das funcBes do miocérdio e
alteracdo da funcdo dos linfécitos, além de contribuir para o desenvolvimento do choque
séptico em infecges sistémicas (GIANNELLA, 1996).

2.2.5 Estrutura antigénica

A Salmonela apresenta trés antigenos principais: antigeno O (ou antigeno
somatico), antigeno H (ou antigeno flagelar) e antigeno Vi (antigeno de superficie).

O antigeno O é um antigeno termo-estavel e alcool resistente e, como descrito
anteriormente, um dos componentes da estrutura do LPS. Em sua estrutura podem ser
distinguidas duas classes de epitopos especificos: os antigenos do grupo O, associados com
a configuracdo do carboidrato central da estrutura do antigeno O; e os antigenos ancilares
O, que sdo carboidratos adicionais a estrutura central do antigeno O. Atualmente, sdo
descritos 67 antigenos O e seus epitopos permitem a classificacdo das salmonelas em 46
sorogrupos distintos (PARIJA, 2009; CDC?, 2011).

O antigeno H é uma estrutura composta por subunidades proteicas, denominadas
flagelinas, formando a porcao filamentosa dos flagelos peritriqueos das salmonelas (CDC,
2008). E um antigeno género especifico, ndo partilnado por outras enterobactérias,
podendo ocorrer em uma das duas ou em ambas as formas, chamadas de fase 1 e fase 2. Os
antigenos de fase 1 (H1) sdo especificos de sorotipos particulares, enquanto os de fase 2
(H2) sdo nao-especificos, pela apresentacdo de diferentes subunidades de proteinas
antigénicas partilhadas por diversos sorotipos (PARIJA, 2009; PUl et al., 2011).

Isolados que apresentam apenas um tipo de antigeno H sdo chamados de

monofasicos e podem ocorrer naturalmente em alguns sorotipos (ex.: Salmonella sorotipos
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Enteritidis, Typhi e a maioria dos sorotipos das subspécies Illa e 1V), ou podem ocorrer
por inativacdo génica (CDC, 2008). Todavia, a maioria dos sorotipos apresenta tanto os
antigenos H1 quanto os antigenos H2, sendo assim denominados difasicos. Para a
identificacdo completa de um sorotipo € necessaria a deteccdo do antigeno H em ambas as
fases (PARIJA, 2009).

Este antigeno apresenta propriedades termo-labeis e de sensibilidade a &lcool e
4cidos (RYCROFT, 2000). E fortemente imunogénico e esta associado com a formacéo de
anticorpos logo apds a infec¢do ou imunizacdo (PARIJA, 2009).

O antigeno Vi é um polissacarideo de superficie, sobrejacente ao antigeno O,
presente apenas nos sorotipos Typhi, Paratyphi C e Dublin, dos quais Salmonella sorotipo
Typhi é a mais importante. Sua presenca nestes sorotipos, entretanto, ndo é sistematica,
visto que alguns isolados podem ou ndo exibi-lo. Aqueles que o possuem, tém seus
antigenos O encobertos e se tornam incapazes de aglutinar com o anti-soro O
(GIANNELLA, 1996; PARIJA, 2009).

Este € um antigeno termo-labil e sensivel a acido fenol hidroclorico e hidréxido de
sodio 0,5%, além de ser facilmente perdido em subculturas seriadas. E pobremente
imunogénico e estimula a producdo de baixos titulos de anticorpos durante a infeccdo, os
quais desaparecem logo na convalescéncia. Sua persisténcia indica o desenvolvimento de
um estado de portador crénico. Ja a sua completa auséncia em um caso provado de febre
tiféide indica mau progndstico (LOSONSKY et al., 1987; PARIJA, 2009; PULICKAL et
al., 2009; JANIS et al., 2011).

2.3 Taxonomia e nomenclatura

As salmonelas sdo taxonomicamente classificadas como micro-organismos do filo
Proteobacteria, classe Gammaproteobacteria, ordem Enterobacteriales, familia
Enterobacteriaceae e género Salmonella (POPOFF; LE MINOR, 2005).

Desde os primeiros isolamentos de microrganismos do género Salmonella spp.,
muitas mudancas ocorreram em sua nomenclatura. De inicio, a nomenclatura era aplicada
em conformidade a doenca (ex.: Salmonella sorotipo Typhi) ou de acordo com a relagédo
entre doenca e hospedeiro especifico (ex.: Salmonella sorotipos Typhimurium e

Choleraesuis). Com o intento de evitar confusdes, 0s nomes dos novos isolados passaram a
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ser designados pela localizacdo geogréfica de origem (ex.: Salmonella sorotipos London,
Paris e Dublin) (GRIMONT; WEILL, 2007).

A principio, os esquemas de taxonomia eram baseados em reacdes bioquimicas, até
que Kauffmann, embasado no trabalho de White, propds a identificacdo soroldgica dos
antigenos O e H em substituicdo aos testes bioquimicos. Esse novo esquema de
identificagcdo ficou conhecido como esquema de Kauffmann-White e, inicialmente,
culminou na identificacdo de cinco subgéneros (I a V) bioquimicamente definidos onde
cada sorotipo era considerado uma espécie separada (ex.: Salmonella enteritidis,
Salmonella typhimurium, Salmonella newport) (KAUFFMANN, 1966 apud BRENNER et
al., 2000; ELLERMEIER; SLAUCH, 2006; D’AOUST; MAURER, 2007). Em seguida, foi
proposto, por Kauffmman e Edwards, um esquema com a discriminacao de trés espécies
(Salmonella typhi, Salmonella choleraesuis e Salmonella enteritidis), no qual o grupo
Arizona era considerado um género isolado (KAUFFMANN; EDWARDS, 1952).

Em 1973, Crosa et al. demonstraram, por hibridizagdo DNA-DNA, a similaridade, a
nivel de espécie, entre todos os sorotipos e subgéneros I, Il e IV de Salmonella spp., e
todos os sorotipos de Arizona, agrupando-os, assim, em uma Unica espécie.

Em 1980, Salmonella choleraesuis aparece na Lista de Nomes de Bactérias como
uma espécie de Salmonella. Além de ser referida como espécie, era também referida como
sorotipo, 0 que ocasionou um novo conflito taxonémico (SKERMAN; McGOWAN,;
SNEATH, 1980; BRENNER et al., 2000). A confusdo foi cessada com a aprovacdo de um
unico nome para espécies do género Salmonella spp. — Salmonella enterica —, proposto por
Leon Le Minor e Michel Y. Popoff (LE MINOR; POPOFF, 1987; PENNER, 1988).

Em 1987, Le Minor e Popoff propuseram que os subgéneros de Salmonella spp.
passassem a ser referidos como subespécies (subespécies |, 1l, Illa, Illb, IV, V e VI). O
subgénero I1l foi dividido em Illa e Illb com base nas reacdes bioquimicas e na analise
gendmica. A subespécie Illa (Salmonella enterica subsp. arizonae) inclui os sorotipos
monofasicos de “Arizona” e a subespécie IIIb (Salmonella enterica subsp. diarizonae)
inclui os sorotipos difasicos (LE MINOR; POPOFF, 1987).

Passados dois anos, uma andlise de diferentes sorotipos de Salmonella spp., pela
técnica de eletroforese enzimatica multilocal, prop6s a descricdo de Salmonella bongori
(subespécie V) como uma nova espécie, dado o seu distinto perfil genético (REEVES et
al., 1989).
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Conforme o atual sistema de nomenclatura utilizado pelo Centers for Disease
Control and Prevention (CDC), fundamentado pelo esquema de Kauffman-White, o género
Salmonella spp. é dividido em duas espécies (Salmonella enterica e Salmonella bongori).
Salmonella enterica é, ainda, subdividida em seis subespécies, designadas por nomes ou
por nimeros romanos (CDC', 2011). A figura 3 mostra a divisio do género Salmonella

spp. em espécies e subespécies.

Salmonella spp.

1
| 1
Salmonella bongori

%

1
[ I I I I ]
S. enterica subsp. S. enterica subsp. S. enterica subsp. S. enterica subsp. S. enterica subsp. S. enterica subsp.
enterica salamae arizonae diarizonae houtenae indica

0 (n (I11a) (I11b) (V) V1)

Salmonella enterica

Figura 3 — Esquema de divisao de espécies e subespécies de Salmonella spp.
Fonte: Baseada em CDC*, 2011

Conforme estabelecido pelo Centro de Colaboragdo da Organizagdo Mundial de
Saude (OMS) em 1966, todos os sorotipos da subespécie | sdo nominados, enquanto 0s
sorotipos das subespécies Il a VI sdo identificados por suas formulas antigénicas
(BRENNER et al., 2000; STEVENS; CDC!, 2011). Atualmente, sdo conhecidos mais de
2610 sorotipos de Salmonella spp., sendo a maioria deles pertencente a Salmonella
enterica subsp. enterica (GUIBOURDENCHE et al., 2010).
Os sorotipos nominados (da subespécie 1) devem ter o nome do género, da espécie
e da subespécie escritos em italico, seguidos pelo nome do sorotipo sem italico e com a
primeira letra mailscula. Formas abreviadas também sdo aceitas na designacdo dos
sorotipos (CDC?, 2011). Exemplos:
o Forma néo abreviada:
Salmonella enterica subespécie enterica sorotipo Typhi
o Formas abreviadas:
Salmonella enterica sorotipo Typhi
S. enterica sorotipo Typhi
S. enterica sor. (ou ser.) Typhi
Salmonella sorotipo Typhi

Salmonella sor. (ou ser.) Typhi
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A designacdo por formula antigénica é abrangente a todos os sorotipos, inclusive
aos da subespécie 1. A férmula segue o seguinte formato: género [espaco] espécie [espaco]
subespécie [espaco] antigenos O [dois pontos] antigeno H de fase 1 [dois pontos] antigeno
H de fase 2 (CDC* 2011).

Exemplo:

Salmonella enterica subespécie salamae sorotipo 47:b:1,5

Muitos dos grupos O foram designados por letras e ainda sdo referidos desta forma;
portanto, cada epitopo O pode ser desighado tanto por um ndmero quanto por uma letra.
Quando multiplos epitopos estdo presentes, eles séo listados subsequentemente e separados
por virgulas. Os antigenos H podem ser representados por nimeros, ou letras, ou nimeros
e letras. Alguns destes antigenos sdo compostos por multiplos fatores, os quais sdo
separados por virgulas (CDC!, 2011).

Variantes de sorotipos que ndo expressam todos 0s antigenos necessarios a
identificacio sdo designados por uma férmula modificada (CDC?, 2011):

a) Variantes rugosas (sem expressdo do antigeno O) séo indicadas pela palavra

“Rugosa” no local do antigeno O (ex.: sorotipo I Rugosa:i:1,2).

b) Variantes mucoides, que expressam uma céapsula impedindo a deteccdo do
imunoldgica do antigeno O, sdo indicadas pela palavra “Mucoéide” no local do
antigeno O (ex.: sorotipo Mucoide:i:1,2).

c) Em isolados monofésicos, a auséncia de um antigeno H é indicada por um sinal
de menos (“-”) para a fase correspondente (ex.: sorotipo IV 48:9,z51:-).

d) Isolados imoveis sdo indicados por sinais de menos (“-””) em ambas as fases
(ex.: sorotipo 1 4,5,12:-:-).

e) Alguns antigenos O e H de expressao varidvel, fracamente reconhecidos, sdo
indicados por parénteses (ex.: sorotipo Il1b 65(k):z).

As regras de abreviacdo seguem as mesmas da abreviacdo para 0s sorotipos

nominados (CDC?, 2011).

2.4 Habitat
As salmonelas habitam, primariamente, o trato intestinal de humanos, animais

domésticos e selvagens, passaros e roedores (BELL; KYRIAKIDES, 2002). Os sorotipos

de Salmonella enterica subsp. enterica s&o comensais de animais de sangue quente,
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enquanto os sorotipos das outras subespécies de Salmonella enterica e de Salmonella
bongori s&o comensais de animais de sangue frio. Os sorotipos de Salmonella enterica
subsp. enterica podem ser ainda classificados como “hospedeiro restritos” (capazes de
infectar um tUnico tipo de hospedeiro), “hospedeiro adaptados™ (capazes de infectar outros
hospedeiros além do hospedeiro natural) e “generalistas” (capazes de infectar diversos

hospedeiros), como mostrado na tabela 1 (ELLERMEIER; SLAUCH, 2006).

Tabela 2 — Variedade de hospedeiros de sorotipos de Salmonella enterica subsp. enterica

Classificagdo Sorotipo Hospedeiro Natural Hospedeiros Raros

Hospedeiro Restrito ~ Typhi Humanos
Paratyphi Ae C Humanos
Sendai Humanos

Abortusovis QOvinos

Gallinarum Aves domésticas

Typhisuis Suinos

Abortusequi Equinos
Hospedeiro Adaptado Cholerasuis Suinos Humanos

Dublin Bovinos Humanos e ovinos
Generalista Typhimurium  Humanos, aves domésticas, suinos, bovinos e roedores ---

Enteritidis Humanos, aves domésticas e roedores Suinos e bovinos

Fonte: Adaptada de ELLERMEIER; SLAUCH, 2006, p. 126.

Entretanto, a manutencdo da Salmonella spp. em seu habitat é dependente da sua
capacidade de viver de forma comensal e ser transmitida entre hospedeiros. Para que
ocorra a disseminacdo dessa bactéria, é necessario que a mesma seja, também, capaz de
sobreviver fora do organismo hospedeiro, em ambientes naturais como solo e dgua. Nestes
ambientes, geralmente, a bactéria ndo se multiplica significantemente, mas pode sobreviver
por longos periodos (BELL; KYRIAKIDES, 2002; ELLERMEIER; SLAUCH, 2006).

N&ao obstante, a Salmonella spp. pode, ainda, ser encontrada em plantas e frutas,
ndo apenas sobrevivendo, mas também se multiplicando e causando doenca nessas fontes
(BARAK; KRAMER; HAO, 2011; SCHIKORA et al., 2011).

2.5 Transmissao

A transmissao de Salmonella spp. ocorre, principalmente, pelo consumo de agua e

de alimentos de origem animal contaminados, como carne bovina e suina, leite e derivados,
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carne de frango e ovos (BHUNIA, 2008). Ademais, tem sido crescente o nimero de relatos
de surtos de salmonelose relacionados a ingestdo de vegetais e frutas, indicando o papel
destes como veiculos transmissores do patégeno (HANNING; NUTT; RICKE, 2009;
HRIVNIAKOVA et al., 2011).

O ciclo de transmisséo se inicia com a contaminagdo do ambiente, a partir do qual
ocorre a contaminacao de vetores, como roedores, insetos e passaros, que disseminam as
bactérias em suas fezes por semanas e até mesmo meses. Em seguida, animais como
suinos, bovinos e aves domésticas podem contrair a infeccao pela via oral e permanecerem
como reservatorios da bactéria. Estes podem, ainda, contaminar agua e alimentos, e atuar
como um elo de transmissdo aos humanos (PUI et al., 2011).

Entretanto, no caso de Salmonella sorotipos Typhi e Paratyphi A e C, em que nédo
ha reservatdrio animal, a transmissdo ocorre em um ciclo exclusivamente humano, onde o
individuo infectado elimina a bactéria nas fezes, disseminando-a no ambiente, a partir do
qual &gua e alimentos podem ser contaminados, levando a infec¢do de outros individuos.
Portadores desses sorotipos podem, também, dissemina-los através de praticas inadequadas
de higiene e manejo de agua e alimentos (BHUNIA et al., 2009). Formas menos
convencionais incluem transmissdo sexual entre homens (RELLER et al., 2003) e
transmissao vertical (de mae para filho) por via transplacentaria ou por via oral no
momento do parto (MOHANTY et al., 2009).

Na cadeia alimentar, a contaminacdo pode ocorrer no inicio do processo de
producdo, no empacotamento, na distribuicdo ou no processamento final (M@LBAK;
OLSEN; WEGENER, 2006).

Em bovinos e suinos, portadores assintomaticos de Salmonella spp., a carne pode
ser contaminada pelo conteddo gastrointestinal do animal, durante o abate e o
processamento, e a ingestdo dessa carne mal-cozida pode levar a aquisicdo de uma
salmonelose. J& a contaminacdo do leite pode se dar durante a ordenha. Para destruir a
Salmonella spp. e outras bactérias patogénicas possivelmente presentes, o leite passa pelo
processo de pasteurizacdo. Contudo, se submetido a uma pasteurizacdo inadequada ou se
contaminado apds esse processo, 0 leite e os produtos lacteos podem representar
importantes veiculos transmissores desse patogeno (WONG et al., 2002; M@LBAK;
OLSEN; WEGENER, 2006).

A contaminacdo de aves, geralmente, ocorre nas ninhadas, onde os filhotes

adquirem o patégeno por via nasal ou cloacal e disseminam a bactéria através de alimento
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ou agua contaminados com material fecal. Os filhotes de aves portadoras, podem ser
contaminados, precocemente, por transmisséo vertical através de ovario, oviduto ou ovos
infectados (KABIR, 2010). A transmissdo para humanos se da pela ingestdo da carne mal-
cozida, contaminada com o conteudo gastrointestinal no momento do abate ou do
processamento, assim como em bovinos e suinos (ARSENAULT et al., 2007). Além disso,
a Salmonella spp. pode entrar nos ovos, na regido do oviduto, principalmente quando a
cuticula de revestimento da casca do ovo esta danificada, ou permanecer na superficie
externa da casca e, a partir de entdo, 0 manuseio inadequado desses 0vos na preparacdo de
alimentos pode ser causa de infecgdes humanas pela bactéria (FEARNLEY et al., 2011;
PUl etal., 2011).

A carne piscea, apesar de ser menos associada com casos de salmonelose em
relacdo aos outros tipos de carne ja citados, é também considerada uma importante fonte de
infecgcdo de Salmonella spp. para humanos. A principal rota de transmissdo da bactéria aos
peixes € através da agua contaminada com material fecal; contudo, o uso de esterco animal,
para estimulo da producdo de algas, e a alimentacdo com ra¢do contaminada sao também
fatores contribuintes a infeccdo desses animais. Geralmente, a bactéria coloniza a epiderme
e as visceras do peixe e, durante o processamento, se da a contaminacao da carne. Esta, por
sua vez, representa um veiculo de transmissdo aos humanos quando ingerida crua ou mal-
cozida (LOTFY etal., 2011; OLGUNOGLU, 2012).

Frutas e vegetais também podem ser inseridos no ciclo de transmissdo dessa
bactéria, no qual sdo contaminados, comumente, pelo solo, pelo adubo, pela agua utilizada
para irrigacdo e lavagem, ou por animais. A ingestdo desses produtos frescos, sem o
emprego de praticas adequadas de higiene, possivelmente levard a aquisi¢do da infeccao
por humanos (HANNING; NUTT; RICKE, 2009).

2.6 Patogénese das infecgdes por Salmonella spp. em humanos

As infecgBes por Salmonella spp. se iniciam com a ingestdo de alimentos ou
bebidas contaminados. A dose infectante necessaria para o estabelecimento de uma
infeccdo é de 10° a 10 unidades formadoras de colénia (UFC) por grama; contudo, se
ingeridas com alimento liquido, que atravessa o estbmago mais rapidamente, ou com

alimentos como leite ou queijo, que neutralizam a acidez estomacal, a dose infectante
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diminui, assim como em individuos imunocomprometidos (BHUNIA, 2008; OHL;
MILLER, 2001).

Em seu percurso rumo ao trato intestinal, ao atravessar o estbmago, a Salmonella
spp. dispbe de seus mecanismos adaptativos, pela liberacdo de enzimas aminoacido
descarboxilase, para resistir ao baixo pH estomacal (SMITH, 2003; VIALA et al., 2011).
Entretanto, estudos in vitro e in vivo mostram que uma dose infectante menor € requerida
em condicdes de hipocloridria em relacdo as condigdes naturais do estbmago, provando a
atuacdo do pH estomacal como uma barreira a esse patogeno (GIANNELLA;
BROITMAN; ZAMCHECK, 1973; BOURRET et al., 2008).

J& no intestino, a Salmonella spp. exibe tropismo pelo epitélio apical do ileo, pelo
ceco e pelo colon proximal e, nessas regides, encontra como barreira inicial a microbiota
do hospedeiro. Contudo, o patégeno pode utilizar seus mecanismos de viruléncia, bem
como se avantajar da resposta imune do hospedeiro para superar esse obstaculo
(STECHER et al., 2007; BARMAN et al., 2008). Ap6s o rompimento da microbiota, a
bactéria se adere por meio de suas fimbrias, preferencialmente, as células M (ou
micropregas) do epitélio foliculo associado (FAE) sobrejacente as placas de Peyer
(ALTHOUSE et al., 2003; RANK; SAEED; MURIANA, 2009). Nesse momento, cerca de
15 minutos apds a entrada no organismo hospedeiro, a bactéria injeta no citoplasma da
célula M proteinas efetoras secretadas pelo T3SS da SPI-1. Esses efetores ativam uma
cascata de sinalizacdo que induz a producdo de citocinas pro-inflamatorias, estimulando o
recrutamento de neutréfilos dos vasos sanguineos para a superficie basolateral, e
provocando alteracGes na estrutura das juncdes inter-celulares que permitem a migracao
das células de defesa através da monocamada epitelial até a superficie apical. A ruptura
dessas jungdes inter-celulares representa ainda uma via alternativa pela qual a Salmonella
spp. pode obter acesso direto a lamina propria (SANTOS et al., 2002; KOHLER et al.,
2007; HARAGA; OHLSON; MILLER, 2008; HALLSTROM; McCORMICK, 2011;
Figura 4).
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Concomitantemente, através de mecanismos ainda ndo bem elucidados, a
Salmonella spp. induz rearranjos no citoesqueleto da célula hospedeira, causando
pregueamento de membrana e culminando na macropinocitose da bactéria (SCHAUSER,;
OLSEN; LARSSON, 2004; RADTKE et al., 2010; REIS; HORN, 2010). Seguindo a
internalizacdo, a Salmonella spp. permanece em um compartimento &cido, chamado
Vacuolo Contendo Salmonella (SCV; Figura 4). Para resistir a esse ambiente hostil, ocorre
a ativacao de um outro tipo de T3SS, este codificado pela Ilha de Patogenicidade 2 (SPI-2),
que adapta o ambiente vacuolar e promove a producédo de longas estruturas de membrana,
chamadas Filamentos Salmonella-induzidos (SIFs), que se extendem do vacuolo e se ligam
a endossomos formados durante a entrada da bactéria, aumentando o tamanho do SCV e
provendo espaco para a replicacdo bacteriana (REIS; HORN, 2010; MALIK-KALE et al.,
2011).

Aproximadamente uma hora ap6s a infeccdo, a Salmonella spp. atravessa o epitélio
intestinal e, uma vez na lamina prépria, é engolfada por macréfagos ou células dendriticas
ou neutrofilos. A interacdo entre o patdgeno e a célula fagocitica, geralmente, é prejudicial
a sorotipos incapazes de sobreviver dentro do ambiente do sistema linfatico do hospedeiro
(salmonelas nao-tiféides), enquanto outros (salmonelas tifoides) encontram, dentro de
macrofagos, um refugio seguro da defesa humoral e dos neutréfilos. Para os primeiros,
esse estagio representa o limite da infeccdo a uma gastroenterite, onde o crescimento
bacteriano é controlado e a infeccdo permanece localizada no intestino e nos nédulos
linfaticos mesentéricos (NLM), ao passo que os demais podem ativar mecanismos de
viruléncia que permitam a evasdo das fungOes bactericidas do fagocito e,
consequentemente, a sobrevivéncia e a replicagdo no ambiente intracelular (JONES;
GHORI; FALKOW, 1994; OHL; MILLER, 2001; SANTOS; BAUMLER, 2004; Figura 4).

Dentro dos macréfagos, a Salmonella spp. pode induzir, rapidamente, uma forma
pro-inflamatoria de morte celular, chamada piroptose, resultando na ativacdo de citocinas
pro-inflamatorias e causando massiva morte celular nas placas de Peyer (WATSON;
HOLDEN, 2010). A piroptose aumenta a reacdo inflamatdria e pode tornar a bactéria
susceptivel ao ataque de neutrofilos que, ao contrario dos macrofagos, ndo sofrem morte
celular devido a infeccdo por Salmonella spp. e, entdo, previnem a disseminacdo extra-
intestinal do patdgeno (SANTOS et al., 2009; Figura 4).

A medida que a reacdo inflamatdria progride, ocorre uma massiva migragio trans-

epitelial de neutréfilos, causando o desprendimento epitelial da membrana basal e
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favorecendo a secrecdo de fluidos dentro do lumen intestinal, além de ser um potencial
estimulo a secrecdo de cloro pelas células epiteliais, um evento que é compensado pela
secrecdo subsequente de &gua na tentativa da recuperacdo do equilibrio i6nico.
Adicionalmente, a liberacdo de proteases e outros mediadores das células inflamatorias
provoca uma extensiva necrose na superficie mucosa, cerca de 24 a 48 horas apds a
infeccdo (Figura 5). Os debris necréticos resultantes, fornecem um substrato adequado para
0 crescimento bacteriano facilitando a disseminacdo e a contaminacdo ambiental
(SANTOS et al., 2003; ZHANG et al., 2003; HALLSTROM; McCORMICK, 2011).
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Figura 5 — Representacdo esquematica da secrecédo de fluidos dentro do limen intestinal
como consequéncia da reacdo inflamatdria decorrente da infecgdo por Salmonella spp.
Fonte: Adaptada de SANTOS et al., 2009.
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No caso das salmonelas tifoides, a atuagdo de mecanismos exclusivos de viruléncia
permite a evasdo da resposta imune do hospedeiro, facilitando a disseminacgao para outros
orgados, como linfonodos, figado e baco, e o estabelecimento de uma infecgdo sistémica
(Figura 6). A viruléncia dessas salmonelas se deve, principalmente, a um locus genético
(locus viaB), codificado pela llha de Patogenicidade 7 da Salmonella (SPI-7), o qual
atenua a producdo de citocinas e o recrutamento de neutréfilos, além de conter genes
envolvidos na regulacdo, biossintese e exportacdo do antigeno de viruléncia Vi. Este
antigeno, por sua vez, inibe o reconhecimento do LPS por receptores Toll-like do tipo 4
(TLR-4), expressados em macrofagos e monacitos, durante a bacteremia, impedindo a
producdo das citocinas por estas células. Apds invadir a regido da lamina propria, estas
bactérias podem ainda reprimir a expressdo do flagelo, evitando o reconhecimento por
receptores Toll-like do tipo 5 (TLR-5), atenuando a resposta inflamatoria. Além desses
fatores, a toxina tiféide, liberada da bactéria intracelular, causa danos ao DNA, uma a¢édo
destinada preferencialmente para destruir células de répida divisdo celular, tais como
populacbes de células B e T (RAFFATELLU et al.,, 2008; SETH-SMITH, 2008;
ANDREWS-POLYMENIS et al., 2010; JANSEN et al., 2011).

Re-infecciio
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Figura 6 — Representacdo esquemaética da disseminacéo sistémica das salmonelas tifdides.
Fonte: Adaptada de BHUNIA, 2008.
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A infecgdo sisttmica causada pela salmonelas tiféides estd associada ao
desenvolvimento gradual de infiltrados inflamatorios mononucleares no intestino, e
aumenta a probabilidade de colonizacdo da vesicula biliar, da qual a bactéria pode ser
reintroduzida intermitentemente dentro do intestino (ANDREWS-POLYMENIS et al.,
2010; figura 6).

2.7 Patogénese das infecgdes por Salmonella spp. em aves

A patogénese das infecgdes por Salmonella spp. em aves é influenciada por
diversos fatores como a idade da ave, a dose infectante, a rota de infeccdo, a invasividade
do sorotipo ou da estirpe e, no caso de galinhas, até mesmo a raca (POPPE, 2000).

De maneira geral, a infeccdo por Salmonella spp. é localizada, principalmente, no
trato gastrointestinal e o microrganismo é frequentemente excretado nas fezes. A entrada
no organismo hospedeiro geralmente se da por via oral; porém em pintinhos recém-
nascidos, ocorre preferencialmente por via nasal e cloacal (POPPE, 2000; KABIR, 2010).

Apds a inoculacdo oral, o primeiro sitio de infeccdo € o inglavio (papo), um
ambiente contendo uma mistura de alimento com agua e saliva, propicio ao crescimento da
bactéria. A partir dai, a bactéria segue em direcdo ao ceco, colonizando 0s enterdcitos
mediante a acdo das proteinas efetoras do T3SS da SPI-1, com consequente ativacdo das
citocinas pré-inflamatorias (RICKE, 2003; CRHANOVA et al., 2011). Ao cruzar as placas
de Peyer, o patogeno € engolfado por macrofagos e, mediado pelo T3SS da SPI-2,
dissemina-se através da corrente sanguinea e/ou do sistema linfatico até outros 6rgéos, tais
como figado e bago, os quais sdo 0s seus principais sitios de replicacdo (BARROW;
HUGGINS; LOVELL, 1994; DIEYE et al.,, 2009). Em casos de resposta imunoldgica
inadequada, a bactéria pode migrar para outros érgdos como, ovario, oviduto, miocardio,

pericardio, moela, saco vitalino e pulmdes (KABIR, 2010).

2.8 Caracteristicas clinicas das infec¢des por Salmonella spp. em humanos

Em humanos, as salmoneloses podem ser divididas em quatro perfis clinicos

distintos: gastroenterite, bacteremia, febre entérica e estado de portador crénico.
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2.8.1 Gastroenterite

As infeccbes por Salmonella ndo-tifoide comumente se manifestam na forma de
uma gastroenterite, cerca de 6 a 48 horas ap0s a ingestdo da bactéria; entretanto, esse
periodo est4 diretamente relacionado a dose infectante ingerida, ou seja, quanto maior a
dose infectante, menor o periodo de incubagdo e vice-versa (ABE et al., 2004; M@LBAK;
OLSEN; WEGENER, 2006).

A maioria dos pacientes apresenta sintomas tais como, diarréia (sanguinolenta ou
ndo), nausea, vomito, desidratacdo, dor abdominal, dor de cabeca, febre, calafrios, mialgia,
fragueza muscular e mal-estar geral. Em individuos saudaveis, o0s sintomas sao,
usualmente, auto-limitados, com uma duracdo média de 3 a 4 dias (HUANG et al., 2004;
BUHNIA, 2008).

2.8.2 Bacteremia

A bacteremia ¢ uma forma invasiva e severa da doenca que pode ocorrer em
determinados grupos como, criangas, idosos, pacientes em uso de imunossupressor e
portadores de co-morbidades (ex.: cancer, diabetes) e de disfun¢bes imunoldgicas (ex.:
HIV/AIDS, lupus eritematoso sistémico — LES) (HABIB, 2004). A bacteremia pode se
manifestar sozinha ou associada a gastroenterite, bem como apresentar focos extra-
intestinais da infeccdo em locais como pulmdes, tecidos moles, 0ssos e articulaces,
meninges, artérias, trato urinario e peritbnio. O Obito, nesse caso, € mais prevalente em
pacientes com estado de imunossupressdao severa (KARIUK et al., 2006; DHANOA;
FATT, 2009).

2.8.3 Febre entérica

A febre entérica pode ser causada por Salmonella sorotipos Typhi e Paratyphi A, B
e C, sendo conhecida como febre tifdide e febre paratiféide, respectivamente. Esta ultima,
tem um periodo de incubacdo menor e costuma ser mais branda. De forma geral, a febre
entérica tem um periodo de incubagdo variavel, de 6 a 30 dias, e € caracterizada pelo seu
inicio insidioso, seguido por um aumento gradativo da febre, que pode atingir a faixa de

temperatura de 38°C a 40°C por volta do terceiro ou quarto dia. Sinais e sintomas como
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forte dor de cabeca, mal-estar, anorexia, relativa bradicardia, hepatoesplenomegalia,
manchas rosas na regido do tronco, tosse seca e, em alguns casos, constipacdo, completam
0 quadro clinico da doenca. A febre ¢, geralmente, menor pela manhd, atingindo o pico
entre o final da tarde e o inicio da noite (BHATTARAI; MINTZ, 2011; CDC, 2001).

A diarréia pode ocorrer em cerca de um ter¢o dos pacientes, apos o inicio da febre,
e o estabelecimento de uma infeccdo sistémica é independente do estado imunoldgico do
hospedeiro (RAFFATELLU et al.,, 2008). Complicacdes podem ocorrer, geralmente,
depois de duas a trés semanas, incluindo hemorragia e/ou perfuracdo intestinal e,
raramente, pode ocorrer comprometimento do pancreas e da vesicula biliar (M@LBAK;
OLSEN; WEGENER, 2006; BHATTARAI; MINTZ, 2011).

2.8.4 Estado de portador cronico

O estado de portador cronico é caracterizado pela presenca de Salmonella spp. em
amostras de fezes e urina por um periodo superior a um ano (M@LBAK; OLSEN;
WEGENER, 2006). A bactéria coloniza a vesicula biliar e, mesmo ap6s o cessamento dos
sintomas, permanece neste local, atuando como um reservatorio para a propagacao da
doenca. Esse estado esta frequentemente associado com a presenca de pedras na vesicula,
sobre as quais a bactéria forma um biofilme, facilitando a colonizagdo (CRAWFORD et
al., 2010; GONZALEZ-ESCOBEDO; MARSHALL; GUNN, 2011).

2.9 Caracteristicas clinicas das infec¢des por Salmonella spp. em aves

A salmonelose em aves, geralmente é caracterizada por retardo no crescimento,
cegueira, anorexia, diarréia aquosa, desidratacdo, fraqueza, adipsia e aumento de
mortalidade. Em aves adultas, ainda pode ocorrer diminuicdo na producdo de ovos,
reducdo da fertilidade e da eclodibilidade dos ovos. Aves que sdo infectadas ainda jovens e
sobrevivem com poucas manifestagdes clinicas podem se tornar portadoras, da mesma
forma que aves que sdo infectadas j& adultas e ndo exibem nenhum sinal ou sintoma da
doenca, atuam como portadoras assintomaticas, alojando a bactéria nos &rgdos
reprodutivos (POPPE, 2000; KABIR, 2010).
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2.10 Epidemiologia

As salmonelas estdo entre os principais patogenos causadores de doenca de origem
alimentar distribuidos mundialmente, levando & milhdes de casos anuais de diarréia tanto
em paises em desenvolvimento quanto em paises industrializados (HENDRIKSEN et al.,
2009).

Cerca de um seculo atras, houve um significante declinio nas taxas de infeccao
pelos sorotipos tiféides nos paises industrializados, paralelo a adocdo de medidas de
melhoramento sanitario e de higiene, bem como do acompanhamento de portadores
(HARDY, 2004; CRUMP; MINTZ, 2010). A medida que as infeccBes por salmonelas
tiféides declinavam, aumentavam os registros de infecgdes pelos sorotipos ndo-tiféides,
podendo ser observada uma tendéncia andloga entre a distribuicdo de sorotipos em
infeccbes humanas e a distribuicdo de sorotipos em animais e alimentos (M@LBAK;
OLSEN; WEGENER, 2006).

Ao mesmo tempo que se estabelecia o processo de industrializacdo e de
globalizagdo na cadeia produtiva de aves domésticas e ovos, era observado o surgimento
de Salmonella spp. neste @mbito produtivo, principalmente de Salmonella sorotipo
Enteritidis, hipotetizada como a possivel desencadeadora das epidemias de salmonelose
ndo-tiféide em humanos. No atual sistema de producdo em massa, a disseminacdo de
Salmonella spp. pode ser amplificada pelo comércio internacional de animais vivos
colonizados, para abastecimento da producdo animal com animais reprodutores para
melhoramento genético, bem como pelo comércio de alimentos em uma escala global
(M@LBAK; OLSEN; WEGENER, 2006; MAJOWICZ et al., 2010).

Atualmente, estima-se que ocorram, por ano, cerca de 21,5 milhdes de casos de
febre tifoide e 215.000 ébitos relacionados, no mundo. Adicionalmente, a estimativa de
morbidade por febre paratifdide é de cerca de 5,5 milhdes de casos anuais. O risco para
aquisicdo das febres tifoide e paratifdide esta estreitamente relacionado a faixa etaria —
acometendo principalmente criancas e adolescentes — e também a regido geografica.
Regides de alta incidéncia de febre tiféide (>100/100.000 casos/ano) incluem o centro-sul
e 0 sudeste da Asia; regides de média incidéncia (10-100/100.000 casos/ano) incluem o
resto da Asia, Africa, América Latina e Caribe, e Oceania (exeto Australia e Nova
Zelandia); e as regides de baixa incidéncia (<10/100.000 casos/ano) incluem Europa,

América do Norte e os demais paises desenvolvidos. Quanto a febre paratifdide, as regides
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sul e sudeste da Asia sdo as de maior risco para a aquisicio da doenca (CRUMP; LUBY;
MINTZ, 2004; BHATTARAI; MINTZ, 2011).

As infeccBes por Salmonella ndo-tifoide em humanos representam uma carga
consideravel tanto nos paises em desenvolvimento quanto nos paises desenvolvidos, com
uma estimativa de 93,8 milhGes de casos anuais de salmonelose ndo-tifoide, dos quais,
aproximadamente, 80,3 milhdes sdo de origem alimentar, ocorrendo cerca de 155.000
6bitos (MAJOWICZ et al., 2010).

Sob uma perspectiva global, Salmonella sorotipos Enteritidis e Typhimurium séo,
respectivamente, os sorotipos isolados com maior frequéncia, com excecdo da América do
Norte e da Oceania, em que Salmonella sorotipo Typhimurium é o principal sorotipo
isolado seguido de Salmonella sorotipo Enteritidis. Além destes dois sorotipos, ha tantos
outros frequentemente isolados em uma dimensdo global, sendo eles, respectivamente:
Salmonella sorotipos Newport (isolado principalmente nas Américas do Norte e Latina e
na Europa), Infantis (distribuido mundialmente), Virchow (registrado principalmente na
Asia, Europa e Oceania), Hadar (frequente na Europa) e Agona (frequente nas Américas
do Norte e Latina e na Europa) (HENDRIKSEN et al., 2011).

Em um estudo, realizado na Coréia, entre 1998 e 2007, Kim (2010) identificou
Salmonella enterica como um dos principais patégenos de origem alimentar disseminados
pelo pais. Durante esse periodo, foi evidenciada a prevaléncia de Salmonella sorotipos
Typhi, Enteritidis e Typhimurium. Contudo, houve um notéavel declinio nas taxas de
infeccBes causadas por esses sorotipos, ao tempo que emergiam casos de infeccdo por
Salmonella sorotipo Infantis, e casos importados e surtos decorrentes de sorotipos raros
(Salmonella sorotipos Othmarschen, London, Paratyphi A, Weltevreden e Anatum), os
quais tém sido classificados entre os sorotipos mais disseminados na Coréia apds 1998.

Entre o periodo de 1999 e 2008, em Cambridge, Reino Unido, Matheson et al.
(2010) realizaram um estudo de revisdo de todas as infeccbes por Salmonella spp.
diagnosticadas nesse periodo. Constataram o registro de 1.003 casos de gastroenterite
causados por 88 diferentes sorotipos da bactéria, sendo que desses 0s mais prevalentes
foram os sorotipos Enteritidis (59%), Typhimurium (4,7%), Virchow (2,6%), Newport
(1,8%) e Braenderup (1,7%).

No Sul da Australia, no periodo de fevereiro a julho de 2008, foi conduzido um
estudo descritivo de série de casos de infecgdes humanas por Salmonella spp., no qual
foram identificados 31 diferentes sorotipos, com predominio de Salmonella sorotipo
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Typhimurium (61,7%). A infeccdo foi associada ao consumo de carne de frango e ovos,
sendo que, dentre esses, os isolados prevalentes foram Salmonella sorotipos Infantis e
Typhimurium (FEARNLEY et al., 2011).

Nos Estados Unidos, as salmonelas n&o-tifoides sdo as principais bactérias
causadoras de doenca de origem alimentar e, entre todos os patdgenos causadores dessas
doencas (bactérias, parasitas e virus), atuam como a principal causa de hospitalizacdo e
Obito, tendo como principais representantes Salmonella sorotipos Enteritidis,
Typhimurium, Newport e Javiana, respectivamente. Anualmente, sdo registrados cerca de
1 milhdo de infeccGes de origem alimentar, mais de 19.000 casos de hospitalizacéo e,
aproximadamente, 380 Obitos associados a Salmonella ndo-tiféide (CDC? 2011;
SCALLAN etal., 2011).

Conforme dados do Ministério da Saude, entre os anos de 2000 e 2011, no Brasil,
as bactérias do género Salmonella spp. foram as principais causadoras de doencas
transmitidas por alimentos, levando a ocorréncia de mais de 1.600 surtos ao longo desse
periodo. Os anos em que foram registrados 0os maiores indices de surto por essa bactéria
foram, respectivamente, 2002, 2008 e 2001. Por outro lado, 2011 e 2010, respectivamente,
apresentaram 0s menores indices de surto. As residéncias foram os principais locais
relacionados a esses surtos e a ingestdo de alimentos mistos e ovos e produtos a base de
ovos foram consideradas as principais classes de alimentos envolvidos (BRASIL, 2011).

Entre 2001 e 2007, os cinco sorotipos mais isolados de infec¢bes humanas, no pais,
foram Salmonella sorotipos Enteritidis, Typhimurium, Typhi, Agona e Paratyphi B
(HENDRIKSEN, 2011). Entre 2008 e 2010, Salmonella sorotipos Enteritidis e
Typhimurium mantiveram a mesma posi¢do dos anos anteriores; contudo, Salmonella
sorotipo Typhi declinou, passando a ocupar a sexta posi¢ao entre os principais sorotipos de
infeccdes humanas (WHO, 2011).

No estado de Mato Grosso do Sul, entre os anos de 1998 e 2001, foi feito um
levantamento epidemioldgico dos surtos de toxinfeccdo alimentar. A salmonela foi a
segunda bactéria mais isolada, presente em 14 surtos, representando 35,9% do total de
surtos. Salmonella sorotipo Enteritidis foi o sorotipo mais isolado (81,4%) e a infeccéo foi
relacionada, principalmente, ao consumo de pratos prontos e produtos de confeitaria
(CAMARA, 2002).

Mais adiante, entre agosto de 2005 e dezembro de 2006, foi realizada uma pesquisa
de ocorréncia de Salmonella spp. em aviarios de frangos de corte e em produtos de
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abatedouro, na regido central do estado. Aproximadamente 11%, de um total de 257
amostras coletadas, foram positivos para Salmonella spp., dos quais foram identificados
sete diferentes sorotipos: Salmonella sorotipos Schwarzengrund (37,93%), Typhimurium
(17,24%), Corvallis (13,8%), Enteritidis (10,34%), 0:4,5:-:1,2 (10,34%), Senftenberg
(6,9%) e Livingstone (3,44%) (BONI; CARRIJO; FASCINA, 2011).

2.11 Resisténcia antibiotica

A resisténcia antibidtica entre bactérias do género Salmonella spp. surge como
resultado da pressdo seletiva do uso, muitas vezes indiscriminado, de antibiéticos no
homem e em animais destinados a alimentacdo (WHO, 2005). Porém, outros fatores devem
ser levados em consideracdo, como, por exemplo, a tendéncia de determinados sorotipos a
desenvolver resisténcia. Salmonella sorotipo Typhimurium é um dos sorotipos que
apresenta essa propensédo. Por outro lado, Salmonella sorotipo Enteritidis apresenta baixos
indices de resisténcia, devido a sua dificuldade de adquirir elementos genéticos mdéveis
(ex.: plasmideos) que codificam genes para resisténcia em outros sorotipos (M@LBAK;
OLSEN; WEGENER, 2006).

O aumento progressivo na prevaléncia e no nimero de classes de antibidticos
envolvidos € observado desde o inicio de 1960, quando foram feitos os primeiros relatos de
isolados de Salmonella spp. com perfil de resisténcia antibiética (HELMUTH, 2000;
M@LBAK; OLSEN; WEGENER, 2006). Tendo em vista 0 aumento da resisténcia aos
antibidticos convencionais, tais como ampicilina, cloranfenicol e sulfametoxazol-
trimetoprim, foi necessario eleger novas opgdes terapéuticas para o tratamento de
salmoneloses invasivas. Cefalosporinas de amplo-espectro e quinolonas e seus derivados
se tornaram as drogas de escolha para o tratamento dessas infecgdes. Entretanto, ja na
década de 90, foram relatados os primeiros surtos e casos de infecgdo causados por
isolados resistentes a essas drogas (SU et al., 2004).

Desde entdo, 0 avanco da resisténcia contra esses agentes antibioticos ocorre como
resultado da disseminacdo de material genético contendo os devidos genes codificadores.
No caso das quinolonas, isso ocorre através de mutagdes no genoma bacteriano. Quanto
aos demais antibioticos, ocorre pela transferéncia de material genético — geralmente o
plasmideo — entre as bactérias (WHO, 2005; FOLEY; LYNNE, 2008).
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Atualmente, diversos estudos tém sido realizados com o intuito de esclarecer os
fatores associados a disseminacao e a transmissdo do fendtipo de resisténcia as diversas
classes de antibidticos envolvidas.

O estudo realizado por Koningstein et al. (2010), mostrou a associa¢do entre 0 uso
prévio de antibidticos, particularmente fluoroquinolonas, e 0 aumento na incidéncia de
infeccdes humanas de origem alimentar por isolados de Salmonella spp. resistentes a essas
drogas. Além disso, o periodo de uso do antibidtico mais proximo a data da infeccéo foi
considerado um importante fator de risco.

Contudo, a maioria das pesquisas aponta o uso de antibiéticos na producao animal
como o principal fator contribuinte para o surgimento e a disseminacdo de salmonelas
resistentes. Na pecudria, essas drogas sao utilizadas para fins profilaticos, terapéuticos e de
promocdo de crescimento. Adicionalmente, os residuos de antibidticos sdo liberados no
ambiente. Dessa forma, é exercida uma pressdo seletiva sobre as bactérias, selecionando as
que sao resistentes (HELMUTH, 2000).

Na Gré-Bretanha, Anjum et al. (2011), avaliaram 225 isolados de Salmonella spp.
oriundas da pecudria e, desses, cerca de 43% apresentaram resisténcia a um ou mais
agentes antibidticos (aminoglicosideos, quinolonas, sulfonamidas, tetraciclinas, B-
lactdmicos, trimetoprim, cloranfenicol), apesar de ser detectada pouca e nenhuma
resisténcia a ciprofloxacina e as cefalosporinas de terceira geracao, respectivamente.

Lu et al. (2011), avaliaram o perfil de resisténcia antibidtica de Salmonella
sorotipos Enteritidis e Indiana, isolados de frangos, na China. Entre os isolados de
Salmonella sorotipo Indiana, mais de 80% foram altamente resistentes a ampicilina,
amoxicilina-4cido clavulénico, cefalotina, ceftiofur, cloranfenicol, florfenicol, tetraciclina,
doxiciclina, kanamicina e gentamicina; além de cerca de 60% dos isolados resistentes a
enrofloxacina, norfloxacina e ciprofloxacina. Ja os isolados de Salmonella sorotipo
Enteritidis, apresentaram resisténcia a ampicilina, amoxicilina-acido clavulanico,
tetraciclina e doxiciclina.

No estudo de Singh et al. (2011), na india, foi evidenciado um perfil de multi-
resisténcia compartilhado entre amostras de Salmonella nédo-tifoide isoladas de humanos,
animais e alimentos. A resisténcia foi observada contra eritromicina, metronidazol,
clindamicina, ampicilina, cotrimoxazol, colistina, acido nalidixico, amoxiclave, cefalexina,
meropenem, tobramicina, nitrofurantoina, tetraciclina, amoxicilina, esparfloxacina e

estreptomicina.
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No Brasil, um estudo realizado na regido sul do pais, identificou Salmonella
sorotipo Enteritidis, isoladas de aves, alimentos e humanos, com um mesmo perfil
genotipico e com caracteristicas de resisténcia antibiotica semelhantes. Mais da metade dos
isolados apresentou resisténcia a sulfonamida, trimetoprim-sulfametoxazol, &cido
nalidixico, estreptomicina, gentamicina e tetraciclina (VAZ et al., 2010).

Todos esses estudos mostram a resisténcia dos isolados, tanto humanos quanto de
animais e alimentos, contra drogas produzidas para 0 uso terapéutico humano,
evidenciando a aplicacdo inadequada das mesmas na prevencdo e controle de
salmoneloses. Como consequéncia, a eficacia do tratamento das infeccbes humanas €
significativamente diminuida, com limitacdo das opcdes terapéuticas e tratamento tardio.
Além disso, sob uma perspectiva global, aumenta-se o risco de surtos e, por conseguinte, a
morbidade e a mortalidade humanas (M@LBAK; OLSEN; WEGENER, 2006).

2.12 Diagnéstico laboratorial

2.12.1 Bacteriologia

O isolamento de Salmonella spp. deve, preferencialmente, passar por trés etapas:
pré-enriquecimento ndo-seletivo, enriquecimento seletivo e plaqueamento em meio de
cultura seletivo. Esse procedimento se aplica tanto a amostras de alimentos, quanto a
amostras clinicas de humanos e animais (M@LBAK; OLSEN; WEGENER, 2006).

O pré-enriguecimento ndo-seletivo é de suma importancia no caso de amostras que
contenham um baixo nimero de Salmonella spp., bem como quando a célula bacteriana
passou por algum processo de stress ambiental. O uso de caldos ndo-seletivos, como agua
peptonada tamponada ou caldo Lactose, permite a recuperacdo dessas bactérias,
habilitando-as a sobreviver nos meios seletivos. O enriquecimento seletivo pode ser feito
em caldo Tetrationato, caldo Rappaport-Vassiliadis ou caldo Selenito Cistina, os quais
possuem certas substancias inibitorias para outras bactérias, e permitem a multiplicacdo
das salmonelas. Ja& os meios de plaguamento seletivo contém substancias que, além de
inibir certas bactérias, conferem caracteristicas coloniais diferenciadas as salmonelas.
Como exemplos desses meios, podem ser citados os agars Hektoen Entérico (HE),
Salmonella-Shigella (SS), Verde Brilhante (AVB), Xilose-Lisina Deoxicolato (XLD),
Bismuto Sulfito (ABS) e Rambach (WALTMAN, 2000; WHO, 2010).
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Subsequentemente, colénias caracteristicas de Salmonella spp. devem ser isoladas e
testadas bioquimicamente. Existe uma ampla variedade de meios bioquimicos disponiveis
para esse fim; contudo, € recomendado utilizar um numero limitado destes, que seja
suficiente para a realizacdo de um teste de triagem que exclua bactérias como Citrobacter e
Proteus. Dentre esses meios podem ser citados agar triplice agucar ferro (TSI), lisina
descarboxilase, ornitina descarboxilase, &gar uréia e teste de indol (HENDRIKSEN, 2003;
JENKINS; GILLESPIE, 2006).

2.12.2 Sorologia por aglutinagdo em latex

Os testes de triagem sorologica também podem ser realizados logo ap6s o
isolamento das col6nias. Aquelas que apresentarem caracteristicas de Salmonella spp. sao,
portanto, submetidas ao teste de aglutinacdo em latex para a confirmacéo do género. Esse
teste é disponibilizado, geralmente, na forma de kit contendo anticorpos polivalentes
contra os antigenos O, H e Vi. Os anticorpos, por sua vez, se encontram acoplados a
particulas de latex, de forma a melhorar a sensibilidade e a visualizacdo da aglutinacdo
(ZEE; VELD, 2000).

O antigeno e o soro sdo misturados na superficie de uma lamina ou placa de
aglutinacdo, formando uma suspensdo homogénea, que deve ser mantida em constante
movimento durante um espaco de tempo determinado pelo fabricante. Reacdes de
aglutinacdo que ocorrerem dentro desse dado periodo sdo, portanto, consideradas positivas
(WINN; KONEMAN, 2010).

2.12.3 Sorotipagem

A sorotipagem € um metodo de referéncia para a diferenciacdo de sorotipos das
duas espécies de Salmonella spp., 0 qual esta baseado na imuno-reatividade dos antigenos
O, H e Vi (se presente). Esses antigenos sdo detectados em testes de aglutinacéo
independentes, onde suspensdes de Salmonella spp. sdo misturadas e incubadas com um
painel de anti-soros especificos. Apos a determinacgéo isolada dos perfis de aglutinacéo, a
combinacdo antigénica é feita conforme o esquema de Kauffmann-White, designando,
assim, o respectivo sorotipo (ELLERMEIER; SLAUCH, 2006; CDC, 2008). Porém, a

designacédo do sorotipo por esta técnica pode ndo ser possivel em casos de auto-aglutinagdo
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ou perda de expressdao do antigeno, como observado em isolados rugosos, imdveis e
mucoides (WATTIAU; BOLAND; BERTRAND, 2011).

Por ser um metodo baseado exclusivamente em caracteristicas fenotipicas, a
sorotipagem nao prové uma caracterizacdo genética sensivel nem define relacdes filéticas.
Portanto, para a identificacdo de isolados relacionados epidemiologicamente, este método
deve ser seguido por uma tipagem molecular (WATTIAU; BOLAND; BERTRAND,
2011).

2.13 Tipagem molecular por Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE)

A tipagem molecular é uma importante ferramenta para a identificacdo da origem
de salmonelas em infec¢des humanas, permitindo a correlagdo epidemioldgica entre os
isolados e, consequentemente, a adocdo de medidas de prevengéo e controle que diminuam
a incidéncia da doenga e a ocorréncia de surtos. Dentre os diversos métodos disponiveis, a
PFGE (do inglés, Pulsed-Field Gel Electrophoresis) se destacou, sendo considerada
padrdo-ouro, ndo sé para a tipagem de Salmonella spp., mas também de outros micro-
organismos (FOLEY et al., 2006; FOLEY; ZHAO; WALKER, 2007).

Essa técnica foi introduzida em 1984 por David C. Schwartz e Charles R. Cantor,
que fragmentaram DNA cromossomal de Saccharomyces cerevisiae pela aplicacdo de dois
campos elétricos alternados em gel de agarose (SCHWARTZ; CANTOR, 1984). A partir
de entdo, a técnica foi aprimorada e adaptada para outros micro-organismos. A adaptacdo
para bacterias do género Salmonella spp. ocorreu na década de 90 (OLSEN et al., 1994;
WEIDE-BOTJES et al., 1998).

Uma variedade de configuracGes eletroforéticas, utilizando correntes pulsadas em
diferentes diregcdes, também foi desenvolvida, como Eletroforese em Gel de Campo
Alternado Ortogonalmente (Orthogonal Field Alternation Gel Electrophoresis — OFAGE)
(CARLE; OLSON, 1984), Eletroforese Vertical em Gel de Campo Alternado (Vertical
Alternating Field Gradient Gel Electrophoresis — VAFGE) (GARDINER; LAAS,
PATTERSON, 1986), Eletroforese em Gel de Campo de Inversdo Periddica (Periodic
Field Inversion Gel Electrophoresis — PFIGE) (CARLE; FRANK; OLSON, 1986) e
Eletroforese em Campo Elétrico Homogéneo de Contorno Estreito (Contour-Clamped
Homogeneous Electric Field Electrophoresis — CHEF — (CHU; VOLLRATH; DAVIS,
1986).
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Dentre essas alternativas, a CHEF é o método de PFGE mais utilizado, contendo
trés componentes principais: i) um modulo de poténcia para gerar as voltagens do eletrodo
e para fornecer a mudanca dos parametros, ii) um modulo de arrefecimento para manter a
temperatura a 14 °C e, iii) uma camara de eletroforese com 24 eletrodos horizontais
arranjados em um hexagono, formando angulos de re-orientacdo de 60-120° (WU;
DELLA-LATTA, 2006).

O numero e a configuracdo dos eletrodos influenciam significantemente a resolucao
da PFGE, pois eles alteram a forma do campo elétrico aplicado. Para que se obtenha uma
alta resolucédo € necessario que os eletrodos estejam arranjados de maneira a gerar angulos
maiores que 110° (CANTOR; GAAL; SMITH, 1988).

A metodologia da PFGE possui quatro passos principais: i) lise celular e liberacédo
do DNA cromossomal intacto, ii) digestdo do DNA cromossomal por enzimas de restri¢éo,
iii) separacdo dos fragmentos de DNA e, iv) analise do padrdo de fragmentos de DNA
gerado (RIBOT et al., 2006).

Inicialmente, uma suspensdo da cultura bacteriana pura deve ser misturada a
agarose e adicionada em moldes para a formacao de “plugs” de agarose, que previnem a
quebra mecénica do DNA. Estes “plugs” sdo submersos em uma solugdo de enzimas e
detergentes que lisam e desproteinizam as células, liberando a molécula de DNA. Em
seguida, passam por subsequentes lavagens para a remocao dos debris celulares e da
solucéo de lise. Apds o término do processo de lavagem os “plugs” sdo incubados com
uma enzima de restricdo de corte raro e, posteriormente, submetidos a eletroforese,
considerando as condi¢Oes adequadas para cada parametro (concentragdo e composi¢édo do
gel de agarose e do tampéo, voltagem, temperatura de corrida, tempo de pulso, forca do
campo elétrico, angulo de pulso e tempo de corrida) (MAGALHAES et al., 2005; RIBOT
etal., 2006; WU; DELLA-LATTA, 2006).

Por fim, os fragmentos de DNA no gel de agarose sdo corados e interpretados de
acordo com critérios pre-estabelecidos, classificando os isolados como indistinguiveis,
proximamente relacionados, possivelmente relacionados ou ndo-relacionados (TENOVER
etal., 1995; RIBOT et al., 2006).

Os isolados considerados indistinguiveis sao aqueles que apresentam um padréo de
bandas idéntico e, portanto, representam uma mesma cepa. Os isolados proximamente
relacionados podem apresentar até trés bandas de diferenca, o que equivale a um Unico

evento genético (mutacdo de ponto, inser¢do ou delecdo de DNA). Esse tipo de relagdo
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geralmente é observada em isolados cultivados repetidamente mais de uma vez ou isolados
varias vezes de um mesmo paciente. Os isolados possivelmente relacionados diferem de
quatro a seis bandas, equivalendo a dois eventos genéticos independentes. Esta diferenca
pode ser observada entre isolados coletados em longos periodos de tempo (> 6 meses) ou
de um grande numero de pacientes envolvidos em surtos extensos. Ja aqueles isolados que
apresentam sete ou mais bandas de diferenca, equivalentes a trés ou mais eventos genéticos
independentes, sao classificados como nao-relacionados (TENOVER et al., 1995;
BARRET; GERNER-SMIDT; SWAMINATHAN, 2006). Na tabela 2 é mostrado como 0s

eventos genéticos alteram o padréo da PFGE.

Tabela 3 — Efeitos dos eventos genéticos nos padrdes da PFGE

Tipo de evento genético Alterac6es no padréo da PFGE

Mutagdo de ponto resultando na criacdo de um sitio A mutagdo dividird um Unico fragmento de restri¢do

de restricéo em dois fragmentos menores. A perda do fragmento
original representa uma banda de diferenca, e a
apari¢do dos dois novos fragmentos representa duas
bandas de diferenca; portanto, esta € considerada uma
diferenca de trés bandas.

Mutacdo de ponto resultando na perda de um sitio de A mutacdo formard um Unico fragmento grande a

restricdo partir de dois fragmentos menores. A perda dos dois
fragmentos originais representa duas bandas de
diferenca e a aparicdo de uma nova banda Unica
representa uma banda de diferenca; portanto, esta é
considerada uma diferenca de trés bandas.

Insercdo de DNA dentro de um sitio de restricio O padrdo alterado terA o mesmo ndmero de

existente fragmentos do padrdo original, porém perdera um
pequeno fragmento e apresentard um novo fragmento
de tamanho maior. Esta é considerada uma diferenca
de duas bandas.

Delecdo de DNA de um fragmento (material deletado O padrdo alterado ter& um novo fragmento de
ndo contém um sitio de restri¢do) tamanho menor e perderd um fragmento maior. Esta é
considerada uma diferenca de duas bandas.

Fonte: Adaptada de TENOVER et al., 1995

O uso de enzimas de restricdo de corte raro e a aplicacdo de campos elétricos
pulsados permite a separacdo do DNA cromossomal completo em fragmentos de até 2000
kb, gerando padrdes especificos da estirpe (SCHWARTZ; CANTOR, 1984; FOLEY;
ZHAO; WALKER, 2007; IMEM; RIDHA; MAHJOUB, 2012). Pela eletroforese
convencional isto ndo seria possivel, visto que se limita a separacdo de fragmentos
relativamente pequenos de DNA (<50 kb); portanto, para a fragmentacdo do DNA

cromossomal completo seria necessaria a digestdo com enzimas de restricdo de corte
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frequente, resultando em centenas de bandas incapazes de ser interpretadas (WU; DELLA-
LATTA, 2006).

Um maior poder discriminatério € alcancado com o uso combinado de mais de uma
enzima de restricdo, permitindo discernir relacbes genéticas acuradas até mesmo entre
sorotipos de Salmonella spp. compreendendo complexos de estirpes altamente homogéneas
(ZHENG et al, 2011; ZOU; KEELARA,; THAKUR, 2012).

Essa técnica é ainda caracterizada pelo alto nivel de reprodutibilidade intra e inter-
laboratorial. A criacdo de uma rede de subtipagem molecular para vigilancia de doencas
bacterianas de origem alimentar (PulseNet), em 1996, nos Estados Unidos, tem auxiliado
na padronizacdo de protocolos de PFGE entre laboratdrios e no compartilhamento de
informacBes de epidemiologia molecular em tempo real, permitindo a comparacdo de
fragmentos de restricdo de isolados de regides geograficas distantes (SWAMINATHAN et
al., 2001; SWAMINATHAN et al., 2006). Adicionalmente, a PFGE é considerada uma
importante ferramenta em contextos epidemiolégicos de longo tempo de duracéo,
abrangendo anos ou décadas, ou a um nivel de pais ou continente (LACONCHA et al.,
2000; KAY etal., 2007; PANG et al., 2007; HOELZER et al., 2011)

Entretanto, a técnica requer trabalho intensivo que pode durar cerca de 3 a 4 dias.
Além disso, mutacdes de ponto ou mudancas genéticas menores podem ndo alterar o
padrdo de PFGE; nestes casos somente uma grande alteracdo genética ou mutac@es no sitio
de restricdo da enzima utilizada poderiam alterar o padrdo de PFGE. Porém, o uso de
maultiplas enzimas de restricdo aumenta significantemente a capacidade de diferenciacdo de
isolados com tais alteracbes geneticas (THONG et al., 2002; SINGER; SISCHO;
CARPENTER, 2004; FOLEY; ZHAO; WALKER, 2007).

Apesar das desvantagens apresentadas, a PFGE tem sido o método de escolha de
muitos pesquisadores. Em 2007, Pang et al., observaram, através da técnica de PFGE, a
correlagdo entre isolados de Salmonella sorotipo Enteritidis de frangos e alimentos na
Alemanha e de humanos no Taiwan. Tendo em vista que as mesmas foram isoladas de
diferentes fontes e de areas geograficamente distantes, os pesquisadores se fiaram na
hipotese de um clone de distribui¢do mundial.

Akinyemi et al. (2010), na Nigéria, utilizaram a PFGE para investigar a possivel
origem do aumento na incidéncia de Salmonella spp. associada a gastroenterite de

comunidade. Como resultado, foram identificados trés grupos (clusters) de perfil de PFGE,
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correlacionados entre amostras de humanos, dgua, esgoto e gado, indicando os trés ultimos
como as possiveis fontes das infecgdes humanas.

Em um estudo realizado no Texas, a PFGE foi utilizada juntamente com
questionarios epidemioldgicos para a deteccdo de surtos e veiculos de transmissdo. Os
resultados apontaram viagem ou moradia no sul do Texas, consumo de ovos, contato com
mini-tartarugas, produtos vegetais embalados e contato com hamsters como 0s possiveis
fatores relacionados aos surtos humanos (LONG et al., 2010).

No Brasil, isolados de Salmonella sorotipo Enteritidis de humanos, alimentos e
aves geraram perfis genotipicos de PFGE que possibilitaram diferenciar os isolados de
pacientes com salmonelose dos isolados de origem ndo epidémica. Além disso, esses
resultados sugeriram os isolados de origem aviaria como a provavel origem das infec¢fes
humanas (KOTTWITZ et al., 2011).

A comparagdo com outros metodos confirma a relevancia da PFGE na tipagem
molecular. Técnicas baseadas em genes conservados, assim como na Tipagem por
Sequéncia de Multiplos Loci (Multilocus Sequence Typing — MLST) geram resultados
com maior reprodutibilidade, considerando a facilidade de interpretacdo e comparacao
inter-laboratorial; entretanto, devido a sua estabilidade genética, apresentam um poder
discriminatorio menor que a PFGE, principalmente em estudos epidemioldgicos a curto
prazo (LIEBANA, 2002; FAKHR; NOLAN; LOGUE, 2005; TORPDAHL et al., 2005;
FOLEY; ZHAO; WALKER, 2007).

Outras técnicas, como Analise de Polimorfismo Numérico de Segmentos
Repetitivos em Mdltiplos Loci (Multilocus Variable-Number Tandem Repeat Analysis —
MLVA) e Anélise de Polimorfismos de Comprimento de Fragmento Amplificado
(Amplified Fragment Lenght Polymorphisms — AFLP), apesar de exibirem um alto poder
discriminatorio, requerem equipamentos especializados de alto custo de aquisicdo e
manutencdo, bem como programas de analise, tambem, de alto custo. Além disso, estas
técnicas provém niveis discriminatorios equivalentes aos apresentados pela PFGE
(TORPDAHL et al., 2005; FOLEY; ZHAO; WALKER, 2007).

Em contrapartida, técnicas baseadas na Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
como Amplificagdo Randdmica de DNA Polimorfico (Random Amplified Polymorphic
DNA - RAPD), Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos de Restricdo (Restriction
Fragment Lenght Polymorphism — RFLP), Consenso de Repeticdo Intergénica de
Enterobactérias (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus — ERIC) e Palindromo
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Extragénico Repetitivo (Repetitive Extragenic Palindromic — REP), requerem apenas um
termociclador e um equipamento de eletroforese em gel. Porém, tais técnicas apresentam
um poder discriminatério limitado (FOLEY; ZHAO; WALKER, 2007). Dessa forma, a

PFGE permanece como o método de escolha para a tipagem molecular de salmonelas.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a circulacdo geogréfica de salmonelas nao-tiféides por meio de técnicas de

rastreamento classicas e moleculares.

3.2 Objetivos especificos

o Identificar os sorotipos de Salmonella spp. isolados de fontes humanas e ndo-
humanas;

o Avaliar a distribuicdo geogréafica dos sorotipos isolados;

o Determinar o perfil de susceptibilidade antibidtica dos isolados;

o Analisar a possivel correlagdo entre os isolados considerando a origem e a regido

geogréfica de isolamento, através da técnica de Eletroforese em Gel de Campo
Pulsado (PFGE).
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Over the past three years, the journal Microbial Ecology has been revamped to provide an
international forum for the presentation of high-quality scientific investigations into
microbial ecology, and how microorganisms interact with their biotic and abiotic
environments, with each other as well as with their neighbors and hosts. The journal
presents high quality peer reviewed manuscripts in multiple formats inclusive of full-
length manuscripts, commentaries and notes. Brief reviews and topical position papers are

also encouraged. The journal has a rapid average turn around rate of 6 weeks.

Journal coverage includes the ecology of microorganisms in natural and engineered
environments; genomic, metagenomic and molecular advances in understanding of
microbial interactions and phylogeny; microbial drivers of biogeochemical processes;
inter- and intraspecific microbial communication; ecological studies of animal, plant and
insect microbiology and disease; microbial processes and interactions in extreme or
unusual environments; microbial population and community ecology, and more.
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TYPES OF PAPERS
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Introduction
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reader into the reported study. It should also state the research hypothesis or the rationale

for the reported study.
Materials and Methods

This section should provide the reader with information sufficient for reproducing of the
reported experiments. For commonly used materials and methods, a reference should be
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Molecular Characterization and Antibiotic Susceptibility Profile of Salmonella Isolates from
Seven Brazilian States

Abstract We characterized the phenotypic and genotypic diversity of 87 Salmonella spp. isolates collected from March
2010 to March 2011 in seven Brazilian States. The isolates were submitted to serotyping, to antibiotic susceptibility test
by broth microdilution, and Pulsed Field Gel Electrophoresis. Sixteen serotypes were identified, and Salmonella
serotypes Enteritidis (19,54%), Infantis (16,09%), Minnesota (13,79%), Corvallis (12,64%), Schwarzengrund (11,49%)
and Typhimurium (8,05%) were, respectively, the most common. Salmonella serotypes Infantis and Typhimurium were
isolated from human stool and poultry’s. Seventy one isolates (81,61%) were resistant to one or more antibiotics. The
highest resistance rates were registered against trimethoprim-sulfamethoxazole (63,22%), tetracycline (29,89%) and
ampicillin (18,39%). Multidrug resistance patterns were observed in 11 poultry isolates. Salmonella serotypes
Enteritidis, Infantis, Minnesota, Typhimurium, Heidelberg and Schwarzengrund were related to PFGE patterns spread
in different States, suggesting the existence of a common origin and the circulation of these clones among these regions.
Salmonella serotype Infantis shared the same clonal pattern among isolates from stool and poultry’s samples. These
results indicate the wide distribution of serotypes, clonal patterns and antibiotic resistance among the isolates, with
frequent exposure of susceptible to contaminations and recontaminations. Moreover, the co-circulation of isolates with
different resistance patterns can favor the resistance genes acquisition, allowing the emergence of multidrug-resistance
strains. The understanding about origin, route transmission and relation among Salmonella spp. hosts allows the
precocious identification of outbreaks and of potential resistance patterns, enabling the use of preventive actions and the

control of the outbreaks.

Introduction

With worldwide distribution, the non-typhoidal
Salmonella enterica subsp. enterica serotypes are among
the major foodborne pathogens [1, 2]. Salmonella
colonizes the intestinal tract of a wide range of
susceptible hosts, which can act as asymptomatic carriers,
keeping the bacteria in the environment, from which it is
transmitted to other hosts [3].

Poultry are commonly related as reservoirs of
non-typhoidal Salmonella serotypes and an important
source of human infections [4-6]. In Brazil, studies have
suggested a route of transmission from poultry to humans
through genetic relation found among strains which were
isolated from these hosts [7, 8].

The selective pressure used by the widespread
use of antibiotics such in human therapy as in agriculture
industry like growth promoters or even to prophylactic
and therapeutic proposals has favored the emergence of
multidrug resistant strains representing a risk to public
health [9-11].

Multi-drug resistant strains generally have a
greater virulence potential and, consequently, cause
invasive infections [12, 13]. Under these conditions, the
illness treatment is hampered due to the limited
therapeutic options, resulting in an increasing of the rates
of morbidity and mortality and also of the hospitalization
costs and labor disability [2, 14].

The Brazilian agro industry stands out as one of
the greatest meat supplier to the world [15] and the
current system of food’s production and mass distribution
contributes to an easy spread of the strains [16]. The

explaining of the pathogen source and its dissemination
through the transmission chain is of fundamental
importance for the measures of prevention and control.

Phenotypic and genotypic methods are crucial
tools for the characterization of such strains. Within the
various methods of genetic typing, the Pulsed Field Gel
Electrophoresis stands out as the gold standard method for
bacterial typing, due to its high discriminatory power,
broad applicability and epidemiological concordance [17,
18]. This study aimed to determine the serotypes, the
antibiotic susceptibility profile and the clonal patterns
generated by PFGE of Salmonella spp. isolates collected
from March 2010 to March 2011, from seven Brazilian
States.

Methods
Bacterial Isolates

A total of 87 Salmonella spp. isolates, collected
between March 2010 and March 2011, in seven Brazilian
States — Distrito Federal (DF), Mato Grosso (MT), Mato
Grosso do Sul (MS), Minas Gerais (MG), Sdo Paulo (SP),
Parand (PR) and Santa Catarina (SC) — were included in
this study. Eighty four isolates were obtained from
poultry products (meat poultry mechanically separated,
poultry carcass and viscera) and three isolates were
obtained from human poultry. The poultry products
isolates were provided by a private laboratory and by a
laboratory of research from Universidade Federal da
Grande Dourados (Dourados, State of Mato Grosso do
Sul). The human stool isolates were collected from



patients with intestinal infection from Hospital
Universitario da Grande Dourados (Dourados, State of
Mato Grosso do Sul) and provided by the Microbiology
Laboratory of such hospital.

All these isolates were identified by biochemical
and serological tests [19-21].

Salmonella Serotyping

All the isolates previously identified as
Salmonella spp. were sent to the Enterobacteria
Laboratory of Oswaldo Cruz Institute (FIOCRUZ, Rio de
Janeiro, Brazil) to definitive identification through
serotyping.

Antibiotic Susceptibility Testing

The Salmonella spp. isolates were investigated for their
antibiotic  susceptibility by the broth microdilution
method according to the M100-S21 document of the
Clinical and Laboratory Standards Institute [22], using
Salmonella ser. Enteritidis ATCC 13076 as reference
strain. All the isolates were tested with the following
antibiotics: ampicillin (AMP), chloramphenicol (CHL),
ciprofloxacin (CIP), gentamicin (GEN), norfloxacin
(NOR), tetracycline (TET) and trimethoprim-
sulfamethoxazole (SXT). The results were interpreted by
considering the breakpoints disclosed in the M100-S22
document of the CLSI [23].

Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE)

Pulsed-field gel electrophoresis was performed
based on PulseNet protocol, from the Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) [17], with modifications:
1) the Xbal enzyme (Invitrogen, Carlsbad, CA) amount
used for DNA digestion was changed from 40-50 U per
plug to 20 U per plug and 2) the incubation period was
increased from 2 hours to 16 hours.

The PFGE patterns were compared by
BioNumerics software version 6.6 (Applied Maths, Sint-
Martens-Latem, Belgium) and designated through letters
and subtypes profiles (with one to three different
restriction fragments) marked by a numerical suffix (ex.:
Al, A2, etc.).

Results
Serotyping

All the isolates were identified as Salmonella
enterica subspecies enterica, from which two isolated
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from poultry from MS and PR haven’t showed detectable
flagellar structure, classified as rough strains. The other
isolates were classified into 16 serotypes, from which the
most found ones were Salmonella serotypes Enteritidis
(19,54%), Infantis (16,09%), Minnesota (13,79%),
Corvallis (12,64%), Schwarzengrund (11,49%) and
Typhimurium (8,05%; Table 1).

Salmonella serotypes Infantis and Typhimurium
were found in human stool and poultry. The other
serotypes were found exclusively in poultry isolates.

Antibiotic Susceptibility

Among the 87 isolates, twelve of them (13,79%),
from poultry origin, were sensitive to all tested
antibiotics. All the isolates were susceptible to CIP, CHL
and NOR.

Three isolates from poultry (3/84) showed only
intermediate resistance to GEN and the intermediate
resistance to TET was observed in another poultry isolate.
The resistance to one or more antibiotics was observed in
the three human stool isolates and in 68 poultry isolates,
totalizing 81,61% of the total number of isolates.

The highest rates of resistance were registered
against SXT (63,22%), TET (29,89%) and AMP
(18,39%). GEN had the lowest resistance rate (8,05%).
GEN and TET showed also 25,29% and 1,15% of
intermediate resistance, respectively.

We identified 15 antibiotic resistance patterns
(ARP), from which the predominant pattern was the
ARP1 (resistance to SXT), found in both States of this
study (Table 2).

Salmonella serotype Minnesota showed 100% of
resistance (12/12), followed by 90,91% of resistance from
Salmonella ser. Corvallis (10/11), 90% of resistance from
Salmonella ser. Schwarzengrund (9/10), 78,57% of
resistance from Salmonella ser. Infantis (11/14), 76,47%
of resistance from Salmonella ser. Enteritidis (13/17) and
71,43% of resistance from Salmonella ser. Typhimurium
(5/7).

Multidrug-resistance  (MDR)  profiles  were
observed in 11 poultry isolates (12,64%): 1) four isolates
from ARP4 (resistance to AMP, GEN, TET and SXT), 2)
three isolates from ARP5 (resistance to AMP, TET and
SXT), 3) three isolates from ARP6 (resistance to AMP,
TET and SXT and intermediate resistance to GEN) and 4)
one isolate from ARP14 (resistance to GEN, TET and
SXT, Table 3).

Salmonella ser. Typhimurium showed the
highest rate of MDR (4/11), followed by Salmonella
serotypes Minnesota and Enteritidis (2/11 each),
Corvallis, Infantis and Senftenberg (1/11 each).
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Table 1 Distribution of Salmonella serotypes in poultry and human stool in seven Brazilian states

State
Serotype DF MT MS MG SP PR SC  Total of isolates
Salmonella ser. Agona 1 1
Salmonella ser. Anatum 1 1
Salmonella ser. Corvallis 11 11
Salmonella ser. Derby 1 1
Salmonella ser. Enteritidis 4 2 10 1 17
Salmonella ser. Give 1 1 2
Salmonella ser. Heidelberg 2 2
Salmonella ser. Infantis 12* 1 1 14
Salmonella ser. Livingstone 2 2
Salmonella ser. Minnesota 1 8 1 2 12
Salmonella ser. Muenchen 1 1 2
Salmonella ser. Newport 1 1
Salmonella ser. Schwarzengrund 2 1 1 6 10
Salmonella ser. Senftenberg 1 1
Salmonella ser. Tennessee 1 1
Salmonella ser. Typhimurium 1 3** 1 1 1 7
Rough strain 1 1 2
Total 6 3 27 6 5 36 4 87

DF: Distrito Federal; MT: Mato Grosso; MS: Mato Grosso do Sul; MG: Minas Gerais; SP: Sdo Paulo; PR:
Parang; SC: Santa Catarina
*Two human stool isolates
**QOne human stool isolate

PFGE

The restriction fragments separated by the PFGE were classified into 23 main patterns that were subdivided
into 45 PFGE profiles. The clonal pattern more found was the A (18,39%), followed by the patterns C (14,94%), F
(13,79%), B (12,64%) and D (8,05%). Thirteen patterns (56,52%) showed only one isolate (Fig. 1).

The pattern A was represented exclusively by Salmonella ser. Enteritidis isolates, from poultry, of DF (3/16),
SP (2/16), PR (10/16) and SC (1/16). Two isolates were considered MDR, one from DF with ARP4 and other from SP
with ARP14.

The pattern C was found in 13 isolates from MS, PR and SC. In MS this pattern was the most frequent,
covering 11 of the 27 isolates from the State, and included Salmonella ser. Infantis isolates from poultry (9) and from
human stool (2). In PR e SC this pattern was represented by Salmonella ser. Infantis isolates from poultry. The isolate
from SC showed MDR profile (ARP4).

The pattern F was formed by poultry isolates of Salmonella serotypes Enteritidis (1/12), Schwarzengrund
(10/12) and Typhimurium (1/12), from DF (2/12), MT (2/12), MS (1/12), SP (1/12) and PR (6/12).

In the pattern B were found exclusively 11 Salmonella ser. Corvallis isolates, from poultry from Parana State.
The PFGE profile B3 was the most found (5/11) and one of its isolates showed MDR profile, with ARP6.

The pattern D was constituted by poultry isolates of Salmonella ser. Minnesota from MT (1/7), MS (4/7), MG
(1/7), and PR (1/7). Another four poultry isolates of Salmonella ser. Minnesota from MS, constituted the pattern J. Two
of these isolates showed MDR, with ARP5.

In the pattern | we observed two Salmonella ser. Heidelberg isolates from MG and two rough strains, from MS
and PR, all from poultry origin. The pattern L was represented by Salmonella ser. Muenchen from poultry from DF
(1/2) and MG (1/2) States.

The Salmonella ser. Typhimurium isolates were observed in four clonal patterns (E, F, H and Y). The isolates
from poultry origin were grouped in the patterns E (3/7), F (1/7) and H (2/7), and the human stool isolate was found in
the pattern Y. Two isolates from the pattern E and the two isolates from the pattern H were considered MDR, with ARP
6 and 4, respectively.
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Table 2 Distribution of antibiotic resistance pattern (ARP) in poultry and human stool Salmonella isolates from seven
Brazilian states

State Total
ARP Serotype DF MT MS MG SP PR SC
ARP1 Salmonella ser. Agona 1 1
Salmonella ser. Corvallis 4 4
Salmonella ser. Enteritidis 2 1 3 1 7
Salmonella ser. Give 1 1
Salmonella ser. Heidelberg 1
Salmonella ser. Infantis 5* 4
Salmonella ser. Minnesota 1 1
Salmonella ser. Muenchen 1 1 2
Salmonella ser. Schwarzengrund 1 1 4 6
Salmonella ser. Typhimurium 1 1** 2
Rough strain 1 1
ARP2 Salmonella ser. Corvallis 4 4
Salmonella ser. Enteritidis 2 2
Salmonella ser. Infantis 5 5
Salmonella ser. Schwarzengrund 1 1
ARP3 Salmonella ser. Corvallis 1 1
Salmonella ser. Livingstone 2 2
Salmonella ser. Minnesota 3 3
Salmonella ser. Schwarzengrund 1 1
ARP4 Salmonella ser. Enteritidis 1 1
Salmonella ser. Infantis 1 1
Salmonella ser. Typhimurium 1 1 2
ARP5 Salmonella ser. Minnesota 2 2
Salmonella ser. Senftenberg 1 1
ARP6 Salmonella ser. Corvallis 1 1
Salmonella ser. Typhimurium 2 2
ARP7 Salmonella ser. Minnesota 2 1 3
ARP8 Salmonella ser. Minnesota 1 1 2
ARP9 Salmonella ser. Schwarzengrund 1 1
ARP10  Salmonella ser. Heidelberg 1 1
ARP11  Rough strain 1 1
ARP12  Salmonella ser. Minnesota 1 1
ARP13  Salmonella ser. Corvallis 1 1
ARP14  Salmonella ser. Enteritidis 1 1
ARP15 Salmonella ser. Enteritidis 1 1
Total 5 3 24 3 4 29 3 71

DF: Distrito Federal; MT: Mato Grosso; MS: Mato Grosso do Sul; MG: Minas Gerais; SP: Sdo Paulo; PR: Parand; SC: Santa

Catarina.

ARP1 (resistance to SXT), ARP2 (intermediate resistance to GEN and resistance to SXT), ARP3 (resistance to TET), ARP4
(resistance to AMP, GEN, TET and SXT), ARP5 (resistance to AMP, TET and SXT), ARP6 (intermediate resistanceto GEN and
resistance to AMP, TET and SXT), ARP7 (resistance to AMP and TET), ARP8 (intermediate resistance to GEN and resistance to
TET), ARP9 (resistance to AMP and SXT), ARP10 (resistance to AMP), ARP11 (resistance to GEN and TET), ARP12 (intermediate
resistance to GEN and resistance to AMP and TET), ARP13 (intermediate resistance to GEN and resistance to TET and SXT),
ARP14 (resistance to GEN, TET and SXT), ARP15 (resistance to GEN).

*Two human stool isolates;

**Human stool isolate.
Discussion

From the 16 serotypes described in this study,
81,61% of the total of isolates were of Salmonella
serotypes Enteritidis, Infantis, Minnesota, Corvallis,
Schwarzengrund and Typhimurium. All these isolates
are described among the main serotypes isolated in
Brazil, in 2010, according to the World Health
Organization (WHO) [24]. Also were isolated

Salmonella serotypes Derby and Livingstone, not
included in this list, suggesting wide serotype
variability in the seven studied States.

Salmonella ser. Enteritidis is worldwide
considered the main serotype involved in human
infections [25]. This serotype is widely spread in four
of the seven States studied, with MDR isolates, and
represents a risk to public health. Brazilian studies
since the late 90s have been evidencing the



predominance of Salmonella ser. Enteritidis among
poultry and human isolates in Brazil, mainly in the
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southern region, and current studies show that this
serotype is still predominant in this region [8, 27-31].

Table 3 Multidrug-resistance profile distribution of Salmonella isolates by serotype, source, state and PFGE pattern

ARP  Serotype Source State PFGE Pattern Total of Isolates
ARP4  Salmonella ser. Enteritidis Poultry DF A 1
Salmonella ser. Infantis Poultry SC C 1
Salmonella ser. Typhimurium Poultry SP H 1
Poultry PR H 1
ARP5  Salmonella ser. Minnesota Poultry MS J 2
Salmonella ser. Senftenberg Poultry MS K 1
ARP6  Salmonella ser. Corvallis Poultry PR B 1
Salmonella ser. Typhimurium Poultry MS E 2
ARP14 Salmonella ser. Enteritidis Poultry SP A 1

DF: Distrito Federal; MT: Mato Grosso; MS: Mato Grosso do Sul; MG: Minas Gerais; SP: Sdo Paulo; PR:

Parang; SC: Santa Catarina

In this study, Salmonella ser. Enteritidis
presented the highest rate of isolates in the State of PR,
representing 27,78% (10/36) of the isolates from this
State and confirming the persistence of this serotype in
the southern region of Brazil. However, our study also
noted the high rate of Salmonella ser. Corvallis in the
PR, indicating that this may be an emerging serotype in
this region. The States of the southern region
represented, in 2010, 62,59% of the Brazilian poultry
industry production. The PR State, with 27,77%, was
the largest individual poultry producer in this year [15]
and there is a great importance in the Salmonella ser.
Enteritidis transmission from poultry to humans
through the food chain [32].

Salmonella ser. Enteritidis was not found in
human stool and in other isolates from MS State.
Salmonella serotype Infantis was the predominant
serotype in this State, in both human stool and poultry
samples. The human stool isolates of Salmonella ser.
Infantis showed the same epidemiological distribution
pattern of the Salmonella ser. Enteritidis isolates in
other studies, where there was an increasing of
foodborne Salmonella ser. Enteritidis isolates, while it
was observed a greater number of the isolates from the
same serotype in poultry and environmental isolates,
with the same geographical and temporal distribution
[26, 33]. Considering the lack of Salmonella researches
in the State of MS, it wasn’t possible to conclude if this
is a predominant or an emergent serotype in this State.

The antibiotic susceptibility tests results
showed a high rate of resistance among the isolates, as
has been evidenced by recent studies. In the United
States, a high number of antibiotic resistance was

observed in isolates of Salmonella serotypes
Typhimurium and Heidelberg from poultry meat [5, 10,
34]. In a study realized with poultry carcasses in 15
Brazilian capitals, the resistance to one or more
antibiotics was observed in all the isolates, and 53,2%
of these showed MDR pattern [31].

The indiscriminate use of antibiotics in
humans [35, 36] and in food animals [11] is considered
one of the main responsible factor for the emergence
and increasing of the antibiotic resistance. In Brazil,
despite of antibiotics such as penicillin, tetracycline,
chloramphenicol and systemic sulfonamides had been
banned as growth promoters, they are formally
accepted as therapeutic agents in animals (which will
be consumed in the future) and widely spread in human
therapy [36, 37].

In our study, SXT was the antibiotic that
showed the highest rate of resistance. Since it is no
longer used as animal growth promoter and the
therapeutic human use exceeds the veterinary
therapeutic use, it is possible that the human
consumption, widespread and indiscriminate of this
antibiotic, is associated with the spread of resistant
strains. Antibiotics are among the most used drugs
without prescription and in empirical treatments.
Moreover, the absence or the non-use of therapeutic
protocols and the disability criteria in prescribing
collaborate to an inappropriate use of antibiotics [38-
40. The incorrect administration of drugs affects the
intestinal microbiota, even in the absence of selective
pressure, selecting resistant strains which can be easily
disseminated to the environment and also to animals
[41].
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patterns corresponded exactly with the serotypes, as

different serotypes, isolated in different geographical
regions, evidencing the circulation of several resistance
genes in bacteria with distinct pathogenic pattern, what
favors the emergence of MDR bacteria.

We found 11 isolates with MDR profile. Two
Salmonella ser. Typhimurium isolates, from poultry,
with the same PFGE pattern and ARP, were isolated
from different geographical regions, which suggests the
dissemination of MDR clones among the productive
regions.

The PFGE data showed that some clonal

observed by Gaul et al. [42] and Zou et al. [9].
However, Salmonella serotypes Enteritidis, Infantis,
Minnesota and Typhimurium showed more than one
clonal pattern, suggesting the genetic variability of
these serotypes, even within the same geographical
region.

Salmonella serotypes Enteritidis, Infantis,
Minnesota, Typhimurium and Schwarzengrund were
related to clonal patterns spread in different States,
indicating a common source and the circulation of
these clones among these regions.



Salmonella  serotypes  Enteritidis  and
Schwarzengrund shared the same PFGE profile (F1)
and were closely related to a Salmonella serotype
Typhimurium isolate (F4). This is possible since one or
more nucleotide can change the transcriptional signals
or the genes reading encoding the surface antigens used
for serotypes discrimination [43, 44].

In the clonal pattern I, two rough strains and
two Salmonella ser. Heidelberg isolates were reported.
Rough strains can exhibit similar fingerprints, because
they can lose the phenotype but preserve the same
genotype of its original strain [45].

The Salmonella ser. Infantis isolates from
human stool shared the clonal pattern C with poultry
isolates, in MS State. And, the same clonal pattern was
also reported in poultry isolates from PR and SC
States, what indicate the participation of the poultry
meat production chain as a disseminator of this clone.
Although the isolates demonstrate indicative of parallel
evolution, due to the different ARP; it’s possible that
these ARP differences are due to point mutations or
minor genetic alterations, unable to change de PFGE
patterns [44].

One of the limitations of this study was the
small number of samples of some States, impossible to
carry out statistical associations. Another limitation is
due to the small number of human samples and also to
the fact that these were obtained from a single State.
Thus, it was not possible to determine cleared
associations on transmission of Salmonella between
humans and animals. Furthermore, the use of a single
restriction enzyme may have reduced the
discriminatory power of PFGE.

Despite these limitations, in the overview, the
PFGE results showed that in Brazil, the Salmonellae
present geographical grouping, since there was
predominance of certain clonal patterns in certain
States. However, the isolates diversity from different
serotypes, ARP and PFGE patterns observed suggest
geographical and host distribution, with frequent
exposure of susceptible to contaminations and
recontaminations. The co-circulation of isolates with
different resistance patterns, can favor resistance genes
acquisition, allowing the emergence of MDR strains.

The implementation of surveillance systems,
using the PFGE as epidemiological investigation tool
can enhance the understanding about the origin and the
routes of transmission of Salmonella spp. and the
relations among their different hosts. Furthermore, it is
possible the early identification of outbreaks and
potential resistance patterns, enabling the use of
prevention actions and the control of outbreaks.
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