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Resumo

FORTES, Tanise Pacheco. Isolamento de Salmonella Sp. em ruminantes abatidos
em frigorifico de Pelotas, RS e avaliacdo da suscetibilidade dos isolados a
antimicrobianos. 2013. 60f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pds-Graduacéo
em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas.

O Brasil possui um dos maiores rebanhos de ruminantes do mundo e destaca-se
como um grande exportador de carne. Entretanto, para que a exportacao brasileira
de carne in natura e seus derivados seja consolidada € importante que o produto
tenha seguranca alimentar. Entre os micro-organismos usados como indicadores de
seguranca alimentar, Saimonella Se destaca por causar muitas doencas em animais e
humanos. Este estudo foi realizado com o objetivo de isolar Salmonella durante o
abate de ruminantes em um frigorifico sob inspecdo estadual, localizado na cidade
de Pelotas, Rio Grande do Sul, que utiliza medidas para o controle de qualidade.
Cento e cinquenta amostras foram coletadas de trés pontos diferentes do abate:
couro do animal apos a sangria (P1), carcaca ap0s a evisceracdo (P2) e contetudo
cecal (P3). Os isolados foram testados quanto a suscetibilidade antimicrobiana in
vitro usando amoxicilina, ampicilina e ciprofloxacina. Como resultados, duas (1,33%)
cepas foram isoladas de bovinos e classificadas como Salmonella. Nenhuma cepa foi
isolada de bufalos. Os dois isolados apresentaram suscetibilidade a amoxicilina e a
ciprofloxacina. Além da investigacdo da presenca de Samonella no fluxograma de
ruminantes, foi realizada uma revisdo sobre ilhas de patogenicidade em Salmonella
(SPI). De acordo com os resultados, conclui-se que existe o risco da bactéria ser
incorporada na linha de abate pelos ruminantes e, dessa forma, provocar a
contaminacao das carcacas. A implementacdo e a manutencéo de medidas para o
controle de qualidade nos estabelecimentos s&o importantes para prevenir ou
reduzir o risco a saude dos funcionarios e consumidores.

Palavras-chave: Salmonelose. Bovinos. Bufalos. llhas genémicas.



Abstract

FORTES, Tanise Pacheco. Isolamento de Salmonella Sp. em ruminantes abatidos
em frigorifico de Pelotas, RS e avaliacdo da suscetibilidade dos isolados a
antimicrobianos. 2013. 60f. Dissertacao (Mestrado) — Programa de Pds-Graduacéo
em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas.

Brazil has one of the largest commercial heard of the world and it is a great beef
exporter. Meanwhile, for the consolidation of Brazilian exportation of meat in natura
and its derivatives it is necessary that the products have food safety. Among the
microorganisms used as indicators of food security, Salmonella has a special attention
because it causes severe diseases to animals and humans. This study was
developed with the objective to isolate Salmonella during the cattle slaughter in a state
inspection slaughterhouse located in the city of Pelotas, Rio Grande do Sul. A
hundred and fifty samples were collected from three different points of slaughter:
leather of the animal after bleeding (P1), the carcass after evisceration (P2) and
cecum contents (P3). The isolates were tested for their antimicrobial susceptibility in
vitro using amoxicillin, ampicillin and ciprofloxacin. As results, two (1,33%) strains
were isolated from bovines and classified as Salmonella. No strain was isolated from
buffalos. The two isolates were susceptible to amoxicillin and ciprofloxacin. Besides
the investigation of the presence of Saimonella in the cattle flowchart, a review about
Salmonella pathogenicity islands (SPI) was performed. According to the results, we
conclude that there is the risk of incorporating the bacteria at the slaughter time by
the ruminants, contaminating the carcasses. The implementation and maintenance of
means to control the quality in the market facilities are important to prevent or reduce
the health risk to employees and consumers.

Palavras-chave: Salmonelosis. Beef cattle. Buffalo. Genomic islands.
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1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil possui um rebanho de ruminantes estimado em 214 milhdes de
animais, e por isso, destaca-se como um dos maiores produtores mundiais de carne
e ao longo da ultima década tem se consolidado como uma poténcia na exportacao
de carne bovina (IBGE, 2011; ABIEC, 2012). No terceiro trimestre de 2012, o abate
de bovinos atingiu a marca recorde de 8 milh8es de cabecas abatidas (niUmero mais
alto na série histérica de abate de bovinos, que comecou a ser divulgada em 1997) e
as exportacbes aumentaram 16,9% frente ao segundo trimestre do mesmo ano
(IBGE, 2012). Entretanto, para a consolidacdo da exportacdo brasileira de carne in
natura e seus derivados a outros mercados, € fundamental que o produto tenha vida
util adequada e seguranca microbiologica aceitavel (DICKSON; ANDERSON, 1991).

Entre os patdégenos veiculados por alimentos, destacam-se os do género
Salmonella € a importancia da disseminacao deste patdgeno vem sendo amplamente
estudada na cadeia produtiva (SILVA; DUARTE, 2002). Salmonelas sao patdégenos
intracelulares capazes de se replicar no interior das células epiteliais intestinais e de
macrofagos, constituindo uma importante ameaca a saude publica (MIAO; RAJAN,
2011). Assim como outras bactérias patogénicas, Saimonella entra na planta de abate
a partir de animais vivos e de operarios (LIMA et al., 2004). A contaminacdo da
carcaca pode acontecer através do contato com o couro ou conteudo fecal
contaminado durante o transito no abatedouro (POINTON et al., 2012). A
transmissdo de Samonella a0 homem ocorre principalmente pela ingestdo de
produtos de origem animal contaminados, como a carne, 0 que pode resultar em
infec¢bes alimentares (BOROWSKY et al., 2006).

As bactérias do género Salmonella s&0 bacilos Gram-negativos que pertencem
a familia Enterobacteriaceae. Salmonella, como a maioria das enterobactérias,

geralmente sdo moéveis, ndo formadoras de esporos e anaerdbias facultativas (YAN
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et al., 2003). O género Salmonella engloba duas espécies e mais de 2500 sorotipos
descritos (CDC, 2007). Esta variabilidade antigénica tem dificultado a classificacao
das bactérias, gerando muita controvérsia até os dias de hoje (YAN et al., 2003). A
Gltima proposta relativa a taxonomia e nomenclatura propde dividir o género
Salmonella em duas espécies: Salmonella enterica € Salmonella bongori (TINDALL et al.,
2005; KOERICH, 2007; DUNKLEY et al., 2009). Salmonella enterica € subdividida em
seis espécies (I-VI): s. enterica subsp. enterica (I), S. enterica subsp. salamae (Il), S.
enterica Subsp. arizonae (Illa), S. enterica subsp. diarizonae (I1Ib), S. enterica subsp. houteane
(IV), e S. enterica subsp. indica (VI) (YAN et al., 2003). A maioria dos isolados de
humanos e de animais de sangue quente pertence a subespécie |, enquanto as
outras subespécies e S. bongori costumam ser encontradas em animais de sangue
frio (TINDALL et al., 2005). A diferenciacéo entre as subespécies pode ser realizada
pelo uso do esquema sorolégico de Kauffman-White ou através da hibridizacdo do
DNA cromossomal (YAN et al., 2003; DUFFY et al., 2012).

Embora métodos novos e mais rapidos como a hibridizacdo do DNA, reacao
em cadeia da polimerase e ensaios imunomagnéticos para a deteccdo de Salmonella
sejam reportados frequentemente, a bacteriologia convencional continua sendo a
base para os protocolos de deteccdo da bactéria (DAVIS et al., 2000; TASKILA et
al., 2012). O método de cultivo tradicional envolve as etapas de pré-enriquecimento,
enriguecimento seletivo, cultivo em agar seletivo, caracterizacdo bioquimica dos
isolados suspeitos e confirmacao sorolégica (SCHNEID et al., 2006). O meio de pré-
enriguecimento usado com maior freqtiéncia é a agua peptonada tamponada (APT),
capaz de recuperar células injuriadas até uma condicdo fisiolégica estavel
(MALORNY et al., 2004; TASKILA et al.,, 2012). Para a etapa de enriquecimento
seletivo, o caldo Rappaport-Vassiliadis tem se mostrado desempenho superior ao de
outros meios no enriquecimento de salmonela (TASKILA et al., 2012). A seletividade
do meio é baseada na alta concentragéo de cloreto de magnésio (capaz de diminuir
a atividade de agua e agir como um inibidor para outras bactérias), baixo pH e alta
concentracéo de verde malaquita (também é capaz de inibir o crescimento de outras
bactérias) (TASKILA et al., 2012). O plagueamento em agar seletivo é feito a partir
dos caldos de enriquecimento seletivo em placas de Agar MacConkey, Agar Verde
Brilhante, Agar Hektoen e/ou Agar Rambach (utilizar no minimo dois meios seletivos-
indicadores). Colbnias com caracteristicas compativeis com Salmonella Spp. Sao

selecionadas e submetidas as provas bioquimicas e sorologica (BRASIL, 1995).
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Depois da ingestdo de agua ou alimento contaminado, Salmonella é capaz de
passar pelo estbmago e penetrar no epitélio intestinal, localizando-se posteriormente
nas camadas epiteliais mais profundas (OLIVEIRA, 2005; ABRAHAMS; HENSEL,
2006). Evidéncias indicam que a bactéria associa-se, preferencialmente, a
macréfagos no interior das placas de Peyer, no ileo distal, induzindo a formacao de
ondas na superficie das células infectadas, nos sitios de entrada do micro-
organismo (OLIVEIRA, 2005). Dependendo do sorovar e do hospedeiro infectado, a
salmonela pode ser transportada pelos macréfagos para tecidos como figado e
baco, onde se multiplica e dissemina a infecgéo (YAN et al., 2003).

Um aspecto comum a todas as infec¢des por salmonela é a coloniza¢do do
trato gastrointestinal, com eliminacdo fecal do micro-organismo, fornecendo uma
fonte de infeccdo para animais e humanos (HUR et al.,, 2012). Em humanos, as
salmoneloses sao reconhecidas como causa comum de doengas transmitidas por
alimentos (DTA) e representam um grave problema de saude publica (SOUZA et al.,
2010; TASKILA et al., 2012). A apresentacdo clinica mais comum é gastrenterite
com nausea, vomito e diarreia com ou sem febre (YAN et al., 2003). Nos animais, a
salmonelose pode se apresentar clinicamente na forma entérica (localizada) com
diarreia ou na forma generalizada, afetando vérios sistemas, resultado de septicemia
(GAMARRA, 2007). Os sintomas associados com a infec¢édo por salmonela devem-
se, em grande parte, a resposta do hospedeiro a invasdo bacteriana e dos
mecanismos que essa bactéria emprega para sobreviver e invadir a mucosa
intestinal (HALLSTROM; MCCORMICK, 2011).

Um problema em potencial que se desenvolveu ao longo das décadas é o
surgimento de cepas de salmonela resistentes aos antimicrobianos (HUR et al.,
2012). O emprego de agentes antimicrobianos em animais destinados a alimentacéo
humana é, supostamente, a principal causa de emergéncia e distribuicdo dessas
cepas (SOUZA et al., 2010). Com isso, a caracterizacao dos perfis de resisténcia a
antimicrobianos de linhagens de Salmonella tem assumido um papel importante,
principalmente devido ao desenvolvimento de linhagens multi-resistentes em surtos
alimentares (OLIVEIRA, 2005). No passado, as drogas mais comuns usadas para o
tratamento de salmonelose foram a ampicilina, o cloranfenicol e o sulfametoxazol-
trimetoprim (MUTHU et al., 2011). O surgimento de resisténcia a esses
antimicrobianos reduziu significativamente seu uso e eles foram gradualmente

substituidos por fluorquinolonas, como a ciprofloxacina (SOUZA et al., 2009).
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Atualmente, o surgimento de cepas resistentes a ciprofloxacina constitui um grave
problema de saude publica, pois limita as opc¢des disponiveis para o tratamento da
infeccdo (LINDGREN et al., 2009; MUTHU et al., 2011).

Neste contexto, o objetivo geral do trabalho foi isolar Saimonella em diferentes
pontos do abate de ruminantes, em frigorifico sob inspecédo estadual na cidade de
Pelotas, Rio Grande do Sul. Como objetivos especificos, destacam-se: (1) Isolar
Salmonella em trés diferentes pontos do abate de ruminantes; (2) Avaliar sua
suscetibilidade in vitro dos isolados a trés agentes antimicrobianos, a ampicilina,
amoxicilina e ciprofloxacina, comumente usados para seu controle; e (3) Revisar a
literatura sobre as ilhas de patogenicidade das salmonelas.

Inicialmente, apresentamos o artigo 1 que foi submetido ao periédico Revista
do Instituto Adolfo Lutz, onde destacamos os principais avan¢cos no conhecimento
das ilhas de patogenicidade das salmonelas (SPI) nos ultimos vinte anos. Em
seguida, apresentamos o0 artigo 2 o qual trata do isolamento de Salmonella Sp. em
ruminantes abatidos em frigorifico de Pelotas, RS e avaliacdo da suscetibilidade dos
isolados a antimicrobianos. Este artigo foi formatado segundo normas do periddico

Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia.
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“Centro de Desenvolvimento Tecnolégico, UFPel

3Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos, UFPel

RESUMO

Salmonella é um bom modelo bacteriano para o estudo das interacdes entre hospedeiro e
agente patogénico. Embora muitos de seus fatores de viruléncia tenham sido caracterizados,
0s mecanismos de especificidade aos hospedeiros com o desfecho na doenca ndo estdo
elucidados. As ilhas de patogenicidade (PAI) sdo elementos genéticos dos cromossomos de
um amplo nimero de agentes patogénicos. Nas salmonelas muitos dos fatores de viruléncia
sdo codificados por genes presentes nas PAI, as quais sdo referidos como ilhas de
patogenicidade da Salmonella (SPI). Nesta revisdo sdo sumarizados os relatos na literatura
especifica dos ultimos vinte anos sobre o papel das SPI na patogenia da doenca, e como elas
influenciam nos mecanismos envolvidos na invasdo e colonizacdo das bactérias patogénicas
no hospedeiro.

Palavras-chave. Salmonella enterica, ilhas gendmicas, salmoneloses.
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ABSTRACT

Salmonella is a suitable bacterial model for conducting the study on the host-pathogen
interactions. Although many virulence factors have being characterized, the host specificities
mechanisms with disease outcome have not been fully elucidated yet. Pathogenic islands
(PAI) are the genetic elements on the chromosomes of a large number of pathogens. In
Salmonella, many of the virulence factors are encoded by genes on PAI, which are known as
Salmonella pathogenicity islands (SPI). This review summarizes the reported investigations in
the last twenty years regarding to the role of SPI in the disease pathogenia, and their effects
on the pathogen invasion and colonization mechanisms in the host.

Keywords. Salmonella enterica, genomic islands, salmonellosis.

INTRODUCAO

Bactérias do género Salmonella sdo consideradas a principal causa de doenca
transmitida por alimentos no mundo. As salmonelas sdo geralmente transmitidas para os
humanos através do consumo de alimentos de origem animal contaminados, principalmente a
carne, aves, ovos e leite’. A estimativa feita pela Food and Drug Administration® é de que
ocorram de 2 a 4 milhdes de casos de salmonelose anualmente nos Estados Unidos.

Sorovares de Salmonella sdo patégenos intracelulares capazes de causar doencas em
aves e mamiferos®. Duas caracteristicas marcantes na patogenia da salmonelose sio a invaséo
do hospedeiro e a proliferacdo intracelular, as quais estdo diretamente ligadas a genes
localizados nas ilhas de patogenicidade (PAI), elementos genéticos mdveis que contribuem
para rapidas mudancas no potencial de viruléncia®.

Assim como outros patogenos bacterianos, Salmonella abriga clusters de genes de
viruléncia, os quais foram adquiridos através de transferéncia genética horizontal®. Estes

genes de viruléncia encontram-se reunidos em ilhas genémicas (Gl), que sdo consideradas
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“saltos quanticos” na evolugdo bacteriana, podendo prover bases moleculares para o
entendimento da patogénese da doenca®. Além disso, acredita-se que 0s genes pertencentes
aos plasmidios de viruléncia, operons de fimbrias, pseudogenes, fagos lisogénicos e ilhas de
patogenicidade sdo importantes para conferir especificidade ao hospedeiro®.

Nesta revisdo, sumarizamos a literatura dos Gltimos vinte anos, com respeito ao papel
das SPI na patogénese da doenca, e como elas influenciam os mecanismos envolvidos na

invasdo e colonizacao dos patdgenos no hospedeiro.

Ilhas de Patogenicidade

As ilhas de patogenicidade sdo um tipo particular de ilha genébmica encontradas nas
salmonelas e outros patdgenos. Elas estdo presentes somente em bactérias patogénicas e
carreiam um ou mais genes de viruléncia’. A elucidacdo da funcdo e da distribuicdo destes
genes presentes nas SPI nos sorovares de Salmonella pode prover um entendimento da
evolugdo dos sorovares patogénicos e o papel das SPI na diferenca de patogénese e
epidemiologia entre os sorovares®.

As SPI codificam genes envolvidos na adesdo de células do hospedeiro, invasdo,
sobrevivéncia dentro da célula, mecanismos de defesa do sistema imune e, a0 menos em
parte, na especificidade ao hospedeiro®®%. Além disso, as SPI também s&o reconhecidas
por contribuirem com a evolucdo gendmica por transferéncia horizontal de genes em muitos
patdgenos bacterianos. Evidéncias indicam que elementos equivalentes em espécies ndo
patogénicas, as ilhas gendmicas, sdo importantes na evolucdo destas bactérias, influenciando

tragos como resisténcia a antibioticos, simbiose e adaptacio em geral®2.

Ilha de Patogenicidade da Salmonella - 1 (SPI-1)
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A ilha de patogenicidade 1 de Salmonella (SPI-1) é uma regido de 40 Kb que forma
uma insercéo especifica no cromossomo®. Os genes presentes nesta regido foram identificados
originalmente em cepas mutantes deficientes na invasdo da célula hospedeira. Diferente da
maioria das SPI, esta ndo esta associada com genes de tRNA, uma das caracteristicas que
definem uma SPI®,

A principal funcdo dos genes codificados por SPI-1 sdo de secrecdo do T3SS (Type-3
Secretory System). Porém, nem todos os genes localizados neste locus estdo necessariamente
relacionados com o T3SS. O cluster do gene sit, por exemplo, que codifica um sistema de
captura de ferro, também esta localizado em SPI-1. Historicamente, a funcdo SPI-1 esta
associada a invasdo de células ndo fagociticas, uma caracteristica de viruléncia importante de
S. enterica. O T3SS codificado pela SPI-1 forma um apéndice na superficie celular no
formato de uma agulha, o qual pode mediar a secrecdo de proteinas de Salmonella
extracelular diretamente no citosol das células hospedeiras de eucariotos™. Estas protefnas
chamadas de efetoras alteram as fungdes celulares do eucarioto e auxiliam na infecgéo,
promovendo a invasdo de células epiteliais ndo-fagociticas e a iniciacdo da resposta
inflamatéria no intestino, além de estarem envolvidas na sobrevivéncia e persisténcia da
bactéria no hospedeiro™.

Uma série de proteinas efetoras codificadas por SPI-1 e genes adicionais fora de SPI-1
sdo translocados dessa mesma forma. Um subgrupo destas proteinas efetoras modifica vias de
transducdo de sinais, resultando na reorganizacdo temporal do citoesqueleto de actina na
célula hospedeira. As proteinas SptP, SopE e SopE2 interferem com a funcdo de proteinas
celulares de uma familia de pequenas GTPases do hospedeiro (Cdc42, Rac-1 e Rho) que
regulam a formag&o de filamentos de F-actina e a dinamica do citoesqueleto®®.

Estas proteinas efetoras foram associadas com disrupgdes das tight junctions, sendo

que SopB, SipA, SopE e SopE2 funcionam como fatores de troca de GTP, resultando na
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ativacdo de Cdc42 e levando a formacdo de filamentos de actina no sitio de translocacao
destas proteinas efetoras'®. A modificacdo localizada do citoesqueleto é seguida de mudancas
dramaticas na superficie da célula hospedeira que se aparentam como ondulacbes na
superficie da membrana. Como consequéncia, células ndo-fagociticas como as epiteliais,
internalizam grandes particulas como bactérias através de macropinocitose®®. Foi
demonstrado que a proteina efetora SptP possui um efeito antagonista pela sua funcdo como
fator ativador de GTPase. SptP pode mediar a inativacdo de Cdc42 e Rac-1, resultando na
terminacdo da polimerizacéo de actina e ondulamento da membrana®®.

A translocacdo de proteinas efetoras de SPI-1 dentro de macréfagos pode induzir a
formacdo réapida de um processo apoptotico. A proteina SipB codificada pela SPI-1 esta
envolvida na apoptose do macréfago pela ativacdo da caspase-1, a qual cliva a pré-IL-1B e
pré-1L-18, precursores de citocinas pro-inflamatorias, uma funcéo similar a IpaB de Shigella
spp.*’. Isto resulta também, na liberacdo de citocinas pré-inflamatérias como IL-8.

Outra funcdo associada a SPI-1 é o controle da captura de Salmonella por células
dendriticas. Um trabalho com mutantes em invC, gene que codifica uma ATPase envolvida na
geracdo de energia para o T3SS, mostrou que estas células foram capturadas com maior
eficiéncia em relacdo a cepa selvagem, mostrando que SPI-1 funcional controla o nimero de
bactérias que adentram as células dendriticas. Este controle, juntamente com a modulacdo de
citocinas pré-inflamatérias sugere que a funcdo de modulacdo da resposta imune do
hospedeiro é uma funcéo de grande importancia de SPI-1%.

Ja o segundo subgrupo de proteinas efetoras de SPI-1 esta relacionado com sintomas
de diarreia. As proteinas efetoras SopA, SopB e SopD translocadas pelo sistema T3SS de SPI-
1 sdo necessarias para este fendtipo. SopB é uma fosfatase de inositolfosfato, e sua atividade

enzimatica resulta na ativagdo de canais de cloro e perda de fluidos e eletrolitos no Iimen
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intestinal®®. As funcdes de SopA e SopD nio s&o totalmente entendidas, mas ambos efetores
contribuem para o fenétipo diarréico no modelo bovino de S. Dublin®®.

As interacdes das proteinas codificadas por SPI-1 com o hospedeiro parecem variar
muito conforme a cepa e 0 modelo de estudo. Trabalhos com cepas mutantes em diferentes
modelos animais tém demonstrado incongruéncias entre a funcdo do T3SS codificado por
SPI-1, que se pensava ser exclusivamente de invasdo celular. Por exemplo, no modelo
galinaceo, estudos com S. Enteriditis e S. Typhimurium com diferentes mutacdes em SPI-1
demonstraram que as proteinas codificadas por esta ilha ttm um papel importante, mas nédo

1. Mutantes de SPI-1 ndo impediram a colonizacéo do ceco,

essencial na invasdo tecidua
sendo que no figado e baco a invasdo foi dependente de ambas SPI-1 e SP1-2*4%°. J& com .
Gallinarium, mutacGes em SPI-1 tiveram pouco efeito na viruléncia e nenhuma alteracdo na
sobrevivéncia intracelular em macrofagos. Apesar disto, a sinalizacdo pro-inflamatéria e a
infiltragdo heterdfila foi dependente de SPI-1%.

No modelo porcino, foi demonstrado que a invasdo de células epiteliais e a indugdo da
inflamacdo no intestino sdo dependentes de SPI-1, mas a invasao nas tonsilas é independente
de SPI-1%. Em células fagociticas, S. Enteriditis e S. Typhimurium mutantes em SPI-1
tiveram sua habilidade em invadir macrofagos drasticamente diminuida, com um aumento
significativo da expressdo de citocinas pro-inflamatdrias, mostrando que SPI-1 é necessaria
ndo somente para invasdo de macréfagos, mas para supressdo da expressdo prematura de
citocinas proé-inflamatérias®®. Em modelo bovino, mutantes em SPI-1 apresentaram uma
patologia nas alcas ileais semelhante & cepa selvagem apés a infeccdo com S. Typhimurium?®.
No modelo murino, o principal modelo de estudo de salmonelose sistémica pela sua
semelhanca com a febre tiféide de humanos, foi demonstrado que a contribuicdo de SPI-1 na

patogenia esté relacionada principalmente com a sobrevivéncia intracelular em macréfagos®

e modulaco da resposta inflamatéria através dos receptores eucariotos Nod1 e Nod2?®.
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Quanto a invasdo, a expressdo de SPI-1 é importante em estagios iniciais da doenca,
como a invasdo de células do trato epitelial, mas parece néo estar diretamente envolvida em
estagios mais tardios como invasdo de macréfagos hemofagociticos®’. Interessantemente, foi
demonstrado no modelo murino que cepas mutantes em SPI-1 e SPI-2 foram capazes de
invadir e colonizar células de carcinoma de célon, sugerindo que as proteinas codificadas por
estas ilhas de patogenicidade n3o sdo essenciais para a colonizacdo tumoral®. Outro estudo
demonstrava que SPI-2 era necessario para a colonizacdo tumoral®. Apesar de todas estas
evidéncias, em um estudo utilizando um modelo de epitélio intestinal organotipico 3D, foi
demonstrado que o T3SS codificado por SPI-1 ndo é necessario para a invasdo de células
intestinais®.

Cepas mutantes de S. Typhimurium em SPI1, SPI2 e do flagelo foram capazes de
invadir diferentes tipos celulares intestinais como enterdcitos, células de Paneth e células M,
mostrando que a invasdo é um processo ativo de Salmonella, independente de T3SS.
Entretanto, o T3SS de SPI-1 foi necessario para a replicacdo intracelular bacteriana no
modelo 3D*. Coletivamente, estes dados sugerem que o T3SS é dispensavel para a invasao,
mas € requerido para o crescimento intracelular. Estas diferengas na patogenia, juntamente
com estudos filogenéticos que demonstram que genes presentes nas ilhas de patogenicidade
evoluiram diferencialmente em funcdo e estrutura sugerem que outro papel importante das
SPI é determinar a especificidade ao hospedeiro das diferentes cepas de Salmonella®,

A regulacdo da expressdo de SPI-1 é um processo complexo, o qual ndo é inteiramente
entendido. Os genes codificadores do T3SS de SPI-1 sdo estreitamente regulados por uma
rede de reguladores transcricionais que respondem a sinais ambientais e intracelulares. Os
genes de SPI-1 séo reprimidos em Salmonella intracelular e s&o expressos sob condigdes

impostas aos patogenos pelo microambiente do hospedeiro como o ambiente intestinal. Tais
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condicdes incluem niveis de oxigénio, osmolaridade, fase de crescimento, pH, presenca de
4cidos graxos volateis de cadeia curta®.

SPI-1 codifica alguns reguladores transcricionais. HilA tem um papel de regulador
principal no controle da expressdo de genes da SPI-1. Este regulador ativa a expressdo de
genes que codificam o componente estrutural do T3SS de SPI-1, ativando a também a
expressao do fator transcricional tipo-AraC InvF, envolvido na regulacdo da expressdo de
HilD e HilC que interagem com uma sequéncia de DNA ajusante do promotor de HilA,
presumidamente bloqueando a ligacdo de um repressor neste local, e InvF controla a
expressdo de genes que codificam proteinas de substrato para SP1-1%.

A regulacdo de SPI-1 envolve cascata de ativacdes transcricionais nas quais HilD e
HilC, HilA e InvF, agem sequencialmente para ativar genes T3SS. Inicialmente, HilD e HilC
ligam-se a diversos sitios dentro do promotor de HilA e desreprimem a transcricdo de HilA.
Entdo, HilA liga-se aos sitios de transcricdo de invF e prgH, ativando sua expressdo. Um
regulador de captura de ferro, Fur, modula a expressao de hilD através de sua ligagdo no
BoxA, localizado ajusante do promotor de hilD*. Isto reflete o fato de que muitos sinais,
tanto ambientais quanto intracelulares, afetam a expressdo dos genes de SPI-1, através da
modificacdo da atividade da proteina HilD. Esta cascata resulta na expressdo de genes que

codificam componentes do T3SS.

Ilha de Patogenicidade da Salmonella - 2 (SPI1-2)

Esta ilha de patogenicidade tem funcdo essencial para a patogénese de Salmonella. O
locus SPI-2 possui 40 Kb e esta associado com o gene de tRNA vallV. No mesmo local, uma
insercdo de 9 Kb sem funcdo de viruléncia foi detectado em E.coli K-12%%, SPI-2 possui uma
estrutura de mosaico de pelo menos dois elementos genéticos. Uma porcao de 25 Kb codifica

0 T3SS e tem um contetido de G+C de 43%. Outra porc¢do de 15 Kb mostra uma composicao
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de G+C similar ao core gendmico, e genes desta porcdo ndo sdo necessarios a funcdo de
T3SS.

SP-2 esta ligada a habilidade de Salmonella em sobreviver nas células fagociticas e
replicar-se dentro de vesiculas nas células eucaridticas. A SPI-2 foi descoberta através do
estudo de cepas mutantes que ndo conseguiam proliferar sistematicamente em camundongos
infectados®, assim como através da triagem de regides especificas no genoma de
Salmonella®. Cepas mutantes deficientes no T3SS que codifica SPI-2 sdo altamente
atenuadas na sua viruléncia® e o uso destas cepas como vacina contra a febre tifoide tém sido
avaliada.

Existem varios fendtipos celulares relacionados a SPI-2. A funcéo de T3SS codificada
por SPI-2 é necessaria para a protecdo do patdgeno nas vesiculas que contém Salmonella
(SCV) contra os mecanismos da imunidade inata. Estudos tém mostrado que a funcéo de SPI-
2 previne a co-localizacdo da oxidase fagocitica® e da sintese de 6xido nitrico®® dentro da
SCV. Ambas as funcbes podem estar relacionadas com a modificacdo no trafico da célula
hospedeira®’. Como consequéncia, a Salmonella intracelular fica protegida de intermediarios
de nitrogénio e oxigénio reativos e contra a atividade antimicrobiana do peroxinitrito, o qual é
gerado por reacGes de intermediarios de nitrogénio e oxigénio reativos. Estes mecanismos de
defesa representam uma adaptacdo especifica ao ambiente intracelular, especialmente dentro
de células fagociticas.

Assim como no caso de SPI-1, o modelo animal estudado mostra diferencas
importantes na fungdo de SPI-2. Em camundongos, a viruléncia de S. Enteritidis é
exclusivamente dependente de SPI-2. Através de estudos com cepas mutantes, foi
demonstrado que mutantes de SPI-2 ndo sdo capazes de replicar-se em macréfagos®,

modulam a intensidade da inflamaco tecidual juntamente com SPI1-1?° e causam deplecéo de
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células NK no baco e no sangue®. Ja em bovinos e galinaceos, mutantes em diferentes locus
de SPI-2 causaram a atenuacéo da viruléncia de Salmonella®*.

A expressdo dos genes T3SS de SPI-2 é induzida em Salmonella intracelular e a
expressdo é controlada positivamente pelo sistema de dois componentes SsrAB* e
negativamente pela interacdo EIIAN"-SsrB que controla os niveis basais de expressdo de SPI-
2% A proteina efetora SifA, codificada por um locus fora de SPI-2, é translocada pelo T3SS
codificado em SPI-2, e esta proteina € necessaria para manter a integridade da membrana
fagocitica da SCV durante a proliferacdo intracelular. Diversas proteinas codificadas em SPI-
2 sd0 secretadas e translocadas nas células hospedeiras®. Para a SpiC, codificada por SPI-2,
foi demonstrada funcdes de translocacdo e interferéncia no trafico intracelular®’. Entretanto,
também hé evidéncia de que SpiC é um componente funcional do T3SS*".

O locus SPI-2 € estavel e parece ser conservado entre varios sorovares de S. enterica.
A SPI-1 esta presente em S. enterica assim como em S. bongori, enquanto que a SPI-2 foi
somente detectada em S. enterica, sugerindo uma recente aquisicdo®***. A aquisicio de SPI-2
é considerada um passo evolucionario em dire¢cdo a colonizacao sistémica de hospedeiros de
sangue quente. Uma caracteristica comum de ambas SPI-1 e SPI-2 é que somente um
subgrupo de proteinas efetoras que sdo translocadas é codificado por genes dentro da ilha de
patogenicidade. De fato, a maioria dos efetores é codificada em loci distintos espalhados
através do cromossomo™.

Muitos destes loci estdo associados com genes de bacteriéfagos. Tanto SPI-1 quanto
SPI-2 evoluiram em regides estaveis do genoma de Salmonella, e estes loci codificam um
T3SS e um pequeno numero de proteinas efetoras. A maior parte das proteinas efetoras €
codificada por genes localizados fora de SPI-1 e SPI-2. A associagdo frequente de loci
efetores com bacteridfagos indica que estes genes efetores codificam um pool de fatores de

41
I

viruléncia altamente dindmico e movel™. A combinacdo de genes efetores em diferentes
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sorovares de Salmonella spp. pode contribuir para a especificidade ao hospedeiro dos varios

sorotipos assim como para o desenvolvimento da doenca™.

Ilha de Patogenicidade da Salmonella - 3 (SPI-3)

A organizacdo genética e funcional de SPI-3 é diferente de SPI-1 e SPI-2. Esta SPI
esta inserida no gene de tRNA SelC, um locus que serve de local de insercdo de SPI em cepas
de E. coli patogénicas. Este locus possui cerca de 17 Kb, com uma composi¢cdo de bases
semelhante ao core gendmico'’. Dois fragmentos de elementos de insercéo estdo localizados
na regido central de SPI-3, e o contetdo de G+C de genes dentro deste locus é variado. Além
disso, SPI-3 mostra uma estrutura heterogénea nas diferentes subespécies de Salmonella'®.

O principal fator de viruléncia codificado por SP1-3 é um sistema de transporte de alta
afinidade com Magnésio (MgtCB), o qual é importante para o fendtipo de Salmonella
intracelular. Para a replicacdo intracelular, a bactéria precisa adaptar-se ao ambiente
microbicida e pobre em nutrientes do fagossomo, o qual é limitado em purinas, pirimidinas,
alguns aminoacidos e Mg®*. Um niimero grande de vias metabdlicas e sistemas de transporte é
necessario para a adaptacdo a este ambiente®.

Cepas mutantes deficientes no sistema MgtCB s@o incapazes de proliferacdo
intracelular e viruléncia sistémica. Os sistemas MgtB e MgtC estéo localizados na membrana
citoplasmética. Enquanto que MgtB é um transportador de Magnésio®®, a funcdo de MgtC
ainda ndo é clara. Outro suposto fator de viruléncia € o gene misL, que codifica um suposto
T5SS com similaridade ao VirG de Shigella flexneri e a adesina AIDA-1 de EPEC. O papel
de misL e outros genes codificados dentro da SPI-3 ainda ndo foi elucidado, tendo sido
sugerido que diferencas genémicas e funcionais entre SPI-3 entre sorovares podem ter

implicacdes na especificidade de funcdes no hospedeiro™.
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Ilha de Patogenicidade da Salmonella - 4 (SP1-4)

A SPI-4 foi inicialmente identificada usando uma abordagem para procurar segmentos
de DNA que estavam presentes em Salmonella Typhimurium, mas ausentes em E. coli K-12 e
poderiam constituir SP1*°. SPI-4 é uma insercdo de 27 kb e esté localizada adjacente ao gene
ssh tRNA-like**. Como SPI-3, SPI-4 possui estrutura em mosaico. As fases de leitura aberta
(ORF, open reading frame) possuem baixo contettdo G+C quando comparado ao cromossomo
de Salmonella, enquanto as regies intergénicas possuem alto contetido G+C*.

O papel de SPI-4 na viruléncia de Salmonella ainda ndo foi completamente
esclarecido, mas muitos fatores de viruléncia estdo presentes, como o T1SS e ORFs similares
a toxinas RTX*. Genes da SPI-4 sdo necessarios para a fase intestinal da doenca pela
codificagdo de adesinas ndo fimbriais?®. SPI-4 codifica um T1SS para a adesina ndo fimbrial
SiiE, que media o contato intimo da bactéria com os microvilosidades da membrana apical.
SiiE é necessaria para adesdo da Salmonella as células epiteliais polarizadas*.

O estabelecimento de contato préximo é um pré-requisito para subsequente invasao
mediada pela translocacdo de proteinas efetoras comandada pelo T3SS codificado pela SPI-
1*'. A adesdo as células epiteliais mediada por SPI-4 pode ser um requerimento funcional para
a subsequente translocacdo de proteinas efetoras mediada por SPI-1, resultando em
inflamagdo e respostas inflamatérias'’. Sem a adesdo mediada pela secrecdo de SiiE,
Salmonella é quase incapaz de ativar a remodelacdo do citoesqueleto celular mediada pela

SPI-1 levando & absorcéo do patégeno™.

Ilha de Patogenicidade da Salmonella - 5 (SPI-5)

SPI-5 é um pequeno locus de 7,6 kb que esta inserido adjacente ao tRNA serT. SPI-5
codifica proteinas efetoras para os T3SS codificados por SPI-1 e SPI-2. SopB ¢ translocado
pelo T3SS codificado pela SPI-1 e a expressédo de sopB € controlada por HilA, o regulador de

transcricdo central de SPI-1%. SopB é uma inositol fosfatase cuja atividade produz 1,4,5,6-
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tetraquifosfato inositol, uma molécula sinalizadora que promove a secrecdo de cloreto,
associada ao influxo de fluido e aos sintomas de diarreia®®. Em contraste, PipB é um efetor
translocado pelo T3SS codificado por SPI-2 sob o controle do sistema SsrAB*.

SPI-5 possui estrutura de mosaico. O gene sopB esta presente em Salmonella bongori
e em todas as subespécies de Salmonella enterica. Ainda existe uma diferenca na composicédo
basica de diferentes porcdes de SPI-5, suportando a hipdtese de aquisicdo independente de
dois elementos no tRNA serT*®. Como observado para outras proteinas efetoras, a presenca de
genes codificando proteinas efetoras se correlaciona com a presenca de SPI codificando T3SS
cognatos®. SPI-5 parece estar associada com enteropatogénese: mutacdes em Salmonella
Dublin pipD (proteina codificada pela SPI), sopB (proteina exterior de Salmonella), pipB ou
pipA tem efeito minimo nas infec¢bes sistémicas em ratos, mas mostra marcadas respostas
secretérias em modelos bovinos*. Em contraste, PipB é o efetor translocado pelo T3SS

codificado pela SPI-2 sob o controle do sistema SsrAB*®.

Ilha de Patogenicidade da Salmonella - 6 (SPI-6) ou Salmonella Chromosomal Island
(SCI)

Um locus de 59 kb no genoma do sorovar Typhi foi chamado SPI-6 e
subsequentemente SCI para o sorovar Typhimurium. SPI-6 esta inserida adjacente ao gene
aspV tRNA e contém o gene saf para fimbrias, pagN que codifica uma invasina e muitos
genes de funcdo desconhecida®. O locus SCI foi detectado em Salmonella enterica
subespécie |, e a presenca de porgdes de SCI no locus aspV tRNA de isolados das subespécies
I1lb, 1V e VII foi tomada como uma indicacao para a estrutura em mosaico desta SPI. Existe
uma sintonia parcial entre SPI1-6 e a PAI OI#7 de E. coli enteroemorragica que também esta
associada ao gene aspV tRNA. Outros homologos de SPI-6 foram identificados nas sequéncia

genbmicas de Pseudomonas aeruginosa e Yersinia pestis, mas a funcdo destes homologos
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nestes patdgenos ndo é conhecida®. Apesar de SPI-6 codificar muitos genes de viruléncia, o

papel dessa ilha de Salmonella em animais ainda néo foi elucidado®.

Ilha de Patogenicidade da Salmonella - 7 (SP1-7) ou Major Pathogenicity Island (MPI)

SPI-7 possui 133 kb de tamanho e esta inserida adjacente ao tRNA pheu®. SPI-7 é um
locus especifico para os sorovares Typhi, Dublin e Paratyphi C* e sua estrutura em forma de
mosaico compreende regides implicadas na viruléncia®®. Um importante fator de viruléncia
codificado pela SPI-7 é o antigeno Vi, um exopolissacarideo capsular. O fago sopE que
codifica a proteina efetora SopE do T3SS-SPI1 esta presente em SPI7. Outro fator de
viruléncia é o pilus IVB codificado pelo grupo de genes pil*.

A organizacdo genémica de SPI-7 é bastante complexa e indica que este locus é
composto de diferentes elementos adquiridos horizontalmente. A presenca dos genes pil, tra e
sam indica que SPI-7 se originou de um plasmideo conjugativo ou transposon conjugativo.
Pickard et al*®, demonstraram que uma porcdo de SPI-7 esta presente em outras bactérias
como Pseudomonas aeruginosa SG17M. Além disso, a perda do fen6tipo capsular Vi pode
ser observada em isolados do sorovar Typhi, sugerindo instabilidade do locus SPI-7, o qual

n&o esta presente nos sorotipos que causam diarreia inflamatdria®.

Ilha de Patogenicidade da Salmonella - 8 (SPI-8)

Esta ilha foi identificada durante o sequenciamento do genoma do sorovar Typhi
CT18 e é um segmento de DNA com 6,8 kb*. O locus est4 localizado adjacente ao gene pheV
tRNA e os fatores de viruléncia sdo bacteriocinas. A presenca de um gene codificando uma
integrase indica a mobilidade deste elemento®. SPI8 parece ser especifica para o sorovar

Typhi, mas sua distribuic&o ainda néo foi investigada em detalhes®.

Ilha de Patogenicidade da Salmonella - 9 (SPI-9)
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SPI-9 possui organizacdo similar a SPI-4 e codifica quatro genes, trés deles
homélogos aqueles requeridos para 0 T1SS*. Os fatores de viruléncia codificados pelo SP1-9
s30 um T1SS e uma grande proteina RTX-like®. Este locus também esta presente no
cromossomo do sorovar Typhimurium. Partes de SPI-9 e do genoma bacteriéfago adjacente
também estdo presentes em sequéncias genémicas incompletas de outros sorovares e de

Salmonella bongori, indicando uma distribuicdo conservada desta ilha®.

Ilha de Patogenicidade da Salmonella - 10 (SPI1-10)
SPI-10 € uma grande insercdo de 32,8 kb localizada no tRNA leuX. Os fatores de

viruléncia codificados por SPI-10 s&o fimbrias Sef*®

. A distribuicdo das fimbrias Sef é restrita
a um subconjunto de sorovares, como Typhi e Enteritidis e é considerada como um fator que

determina a especificidade ao hospedeiro®.

Ilha Gendmica de Salmonella -1 (SGI-1)

O surgimento de cepas resistentes atualmente é um grande problema associado com as
infecgBes por Salmonella. A caracterizagdo dos fatores de resisténcia desses isolados levou a
identificacdo de uma ilha gendmica em cepas multi-resistentes de Salmonella enterica
sorovares Typhimurium DT 104, Paratyphi B e Agona®. Esse locus chamado de ilha
gendmica 1 da Salmonella (SGI-1) é uma ilha gendmica de 43 kb que tem 44 ORF, muitas
com homologias a genes conhecidos e outros com fungdes desconhecidas.

Os genes de resisténcia a antibidticos estdo localizados em um segmento de 13 kb da
SGI-1°. Na SGI-1, genes que conferem o fen6tipo de penta-resisténcia (i.e. resisténcia a
tetraciclina, ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina e sulfonamidas) estdo localizados na

regido de resisténcia a multi-drogas, que € composta por dois integrons. Além disso, um
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retrofago oculto foi identificado em SGI-1. Em contraste a resisténcia a antibidticos adquirida
por plasmideos, a SGI-1 cromossomal parece ser estavel na auséncia de pressio seletiva®.

A presenca de SGI-1 em Salmonella Typhimurium DT104 pode ser associada com 0
surgimento mundial e epidémico de cepas multi-resistentes. Genes associados com a
mobilidade de DNA como transposases, integrases e excisionases com sequéncias similares a
genes transposon foram detectados na SGI-1. Variantes da SGI-1 foram identificados em
outros sorovares nas mesmas localiza¢gdes cromossdmicas, indicando transferéncia horizontal
e recombinacéo sitio-especifica®.

Independente da origem de SGI-1, o possivel mecanismo para criacdo das variacdes na
resisténcia é por recombinacdo homéloga entre segmentos idénticos de DNA*. O gene floR
(responsavel pela resisténcia a cloranfenicol/florfenicol) é relacionado ao gene de resisténcia
ao cloranfenicol (cmlA) conhecido por estar localizado num plasmideo conjugativo de
Pseudomonas aeruginosa. Além disso, esse gene contém um conteudo diferente de G+C do
que aquele no cromossomo de Salmonella indicando que eles podem ter sido adquiridos

horizontalmente™.

CONSIDERACOES FINAIS

Neste artigo de revisdo, destacamos 0s principais avangos no conhecimento das ilhas
de patogenicidade das salmonelas (SPI) nos ultimos vinte anos. A analise criteriosa dos dados
disponiveis sugere que as SPI sdo requeridas, individualmente ou de forma sinérgica, para a
colonizacdo de 6rgdos humanos e animais, por apresentarem importantes fatores de viruléncia
na patogénese da doenca. Ndo ha consenso sobre o real papel ou a forma exata da participacéo
das ilhas de patogenicidade na patogénese das infecgdes por Salmonella spp. Estudos

adicionais devem ser realizados com o0s antigenos das SPI, com o intuito de testar a sua
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capacidade de conferir protecdo em modelo animal, no diagndstico e como alvos para

epidemiologia molecular durante a investigacao de surtos.
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Resumo

O Brasil possui um dos maiores rebanhos de ruminantes comerciais do mundo e destaca-se
como um grande exportador de carne. Entretanto, para que a exportacao brasileira de carne in
natura e seus derivados a outros mercados seja consolidada é de fundamental importancia que
0 produto tenha seguranga alimentar. Entre os micro-organismos usados como indicadores
dessa seguranca alimentar, Salmonella se destaca por causar muitas doengas em animais e
humanos. Este estudo foi realizado com o objetivo de isolar Salmonella durante o abate de
ruminantes em um frigorifico sob inspecdo estadual, localizado na cidade de Pelotas, Rio
Grande do Sul, o qual utiliza medidas para o controle de qualidade. Cento e cinquenta
amostras foram coletadas de trés pontos diferentes do abate, como o couro do animal apos a
sangria (P1), carcaca ap6s a evisceracdo (P2) e contetdo cecal (P3). Os isolados foram
testados quanto a suscetibilidade antimicrobiana in vitro usando amoxicilina, ampicilina e
ciprofloxacina. Como resultados, duas (1,33%) cepas foram isoladas de bovinos e
classificadas como Salmonella. Nenhuma cepa foi isolada de bufalos. Os dois isolados
apresentaram alta suscetibilidade a amoxicilina e a ciprofloxacina. De acordo com o0s
resultados, conclui-se que existe o risco da bactéria ser incorporada na linha de abate pelos
ruminantes e, dessa forma, provocar a contaminacdo das carcacas. A implementacdo e a
manutencdo de medidas para o controle de qualidade nos estabelecimentos sdo importantes

para prevenir ou reduzir o risco a satde dos funcionarios e consumidores.

Palavras-chave: Salmonella, ruminantes, antimicrobianos.
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ABSTRACT

Brazil has one of the largest commercial cattle of the world and it is a great beef exporter.
Meanwhile, for the consolidation of Brazilian exports of meat in natura and its derivatives it
IS necessary that the products have food security. Among the microorganisms used as
indicators of food security, Salmonella has a special attention because it causes severe
diseases to animals and humans. This study was developed with the objective of isolating
Salmonella during the cattle slaughter in a state inspection slaughterhouse located in the city
of Pelotas, Rio Grande do Sul, which has means to control the quality. A hundred and fifty
samples were collected from three different points of slaughter: the hide of the animal after
bleeding (P1), the carcass after evisceration (P2) and cecum contents (P3). The isolates were
tested for their antimicrobial susceptibility in vitro using amoxicillin, ampicillin and
ciprofloxacin. As results, two (1,33%) strains were isolated from bovines and classified as
Salmonella. No strain was isolated from buffalos. The two isolates presented high
susceptibility to amoxicillin and ciprofloxacin. According to the results, we conclude that
there is the risk of incorporating the bacteria at the slaughter time by the ruminants and, this
way, contaminating the carcasses. The implementation and maintenance of means to control
the quality in the market facilities are important to prevent or reduce the health risk to

employees and consumers.

Key-words: Salmonella, ruminants, antimicrobial.

INTRODUCAO

O Brasil possui um rebanho de ruminantes estimado em 214,1 milhGes de animais,
sendo 212,8 milhdes bovinos e 1,3 milhdes bubalinos, e destaca-se como um dos maiores
exportadores de carne mundiais (IBGE, 2011; ABIEC, 2012). Entretanto, para a consolidagéo
da exportacdo brasileira de carne in natura e seus derivados a outros mercados, é fundamental
que o produto tenha vida util adequada e seguranca microbioldgica aceitavel (DICKSON;
ANDERSON, 1991).

Entre os micro-organismos importantes para a seguranga alimentar, Salmonella tem se
destacado como grande causadora de infec¢bes alimentares, sendo por isso utilizada como um

indicador da seguranca alimentar por diversos paises (BESSA et al., 2004). Salmonella é um
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dos mais importantes patégenos transmitidos por alimentos e estad associada com muitas
doengas em animais e humanos (YE et al., 2011).

As bactérias do género Salmonella séo bacilos Gram-negativos que compdem o0 grupo
mais complexo das enterobactérias, sdo anaerdbias facultativas e as formas moveis possuem
flagelos peritriquios (KONEMAN et al., 2001; HUR et al., 2012). Assim como outras
bactérias patogénicas presentes na superficie de carcacas de ruminantes, Salmonella entra na
planta de abate a partir de animais vivos e de operarios, ndo existindo procedimentos de
inspecdo especificamente direcionados para o seu controle (LIMA et al., 2004). A transmissdo
da Salmonella ao homem pode ocorrer pelo contato direto com animais, tanto nas granjas
quanto nos frigorificos, mas principalmente devido a ingestdo de alimentos contaminados
(SILVA, 2011).

Depois da ingestdo, a Salmonella é capaz de sobreviver ao pH acido do estbmago e
colonizar o epitélio intestinal (ABRAHAMS; HENSEL, 2006). Dependendo do sorovar e do
hospedeiro infectado, a bactéria é capaz de invadir macrofagos no interior das placas de
Peyer, no ileo distal, de onde é transportada para tecidos como figado e baco, onde se
multiplica, disseminando a infeccdo (YAN et al., 2003; OLIVEIRA, 2005).

Em humanos, as salmoneloses sdo reconhecidas como causa comum de doencas
transmitidas por alimentos (DTA) e representam um grave problema de salde publica
(SOUZA et al., 2010). A apresentacdo clinica mais comum é a gastrenterite com nausea,
vomito e diarreia, com ou sem febre (YAN et al., 2003). Frequentemente, as infeccOes
causadas por salmonela requerem terapia com antimicrobianos para serem eliminadas (HUR
et al.,, 2012) e fluorquinolonas como a ciprofloxacina sdo comumente usadas para tratar
infecgOes severas por Salmonella em humanos (RAVEENDRAN et al., 2008; CDC, 2010).
Um problema que tem sido observado ao longo das décadas é o desenvolvimento de
resisténcia de cepas de Salmonella aos antimicrobianos (HUR et al., 2012). Dessa maneira, a
caracterizacdo dos perfis de resisténcia a antimicrobianos de linhagens de Salmonella tem
assumido um papel importante para a satde pablica (OLIVEIRA, 2005).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi determinar a presenca de Salmonella em
trés diferentes pontos do abate de bovinos e bubalinos, além de avaliar sua suscetibilidade a

trés agentes antimicrobianos comumente usados para seu controle.

MATERIAIS E METODOS:

Amostras
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Cento e cinglienta amostras foram coletadas de trés pontos Odistintos (P1= couro do animal
apos a sangria, P2= carcacas apés a evisceracdo, e P3= conteudo cecal) do abate de bovinos
(75) e bufalos (75), no periodo entre abril e setembro de 2012. As amostras foram coletadas
com o auxilio de swab estéril, identificadas e conservadas sob refrigeracdo para serem

transportadas até o laboratdrio, onde eram processadas em até 24 horas.

Processamento das amostras

As amostras foram incubadas em agua peptonada tamponada (APT), por 24 horas a 37°C,
para recuperar células injuriadas até uma condigao fisiologica estavel. De cada amostra pré-
enriquecida em APT, foram retiradas aliquotas de 1mL e 0,1mL inoculadas em caldo
Tetrationato (TT) e Rappaport-Vassiliadis (RVS), respectivamente. Os caldos TT e RVS
foram incubados em banho-maria a 42°C por 24 horas. Aliquotas provenientes do
enriquecimento seletivo foram semeadas em Agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD) e Agar
Verde Brilhante Vermelho de Fenol Lactose Sacarose (BPLS). Ambos os meios foram
incubados por 24-48 horas a uma temperatura de 37°C. Coldnias que apresentaram
caracteristicas compativeis com Salmonella spp. foram submetidas a provas bioquimicas e

soroldgica, com soro Salmonella Polivalente Somatico (Probac).

Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos

Os isolados foram testados quanto a suscetibilidade frente a ciprofloxacina (Isofarma),
ampicilina (Novafarma) e amoxicilina (Bayer) através da técnica de microdiluicdo em caldo
descrita no documento NCCLSM7A6. A partir da solucdo mae dos farmacos, foram
realizadas seis diluicBes. Os indculos bacterianos, referentes aos isolados testados, foram
preparados a partir de coldnias isoladas no Agar XLD e cultivados em caldo Brain Heart
Infusion (BHI), a 37°C por 24 horas. Passado este tempo, a turbidez dos in6culos bacterianos
foi ajustada a 0,5 McFarland controle positivo (preenchida com caldo BHI e in6culo
bacteriano) e para o controle negativo (contendo caldo BHI e antibidtico). As microplacas
foram incubadas a 37°C por 18 horas, quando foi realizada a leitura da concentrag&o inibitdria

minima (CIM). A leitura da CIM foi realizada visualmente para comprovar a turvacao.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Das 150 amostras analisadas, verificou-se a presengca de Salmonella spp. em 2

(1,33%), conforme indicado na Tabela 1. As duas amostras onde Salmonella estava presente
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eram provenientes do conteudo cecal dos animais. De acordo com Costa (2010), nas fezes de
ruminantes a ocorréncia deste micro-organismo costuma variar entre 0,2 e 5,5%.

Salmonela nédo foi encontrada em nenhuma das 50 carcacas analisadas. Resultados
semelhantes foram observados por Fontoura (2006) e Gandra (2011), que ndo encontraram
Salmonella em nenhuma das amostras provenientes de carcacas. A presenca de Salmonella
spp. em carcacgas de ruminantes varia de acordo com uma série de fatores que incluem desde
as condicdes climaticas, 0 manejo com o0s animais até as condi¢des de abate e armazenamento
das carcacgas (COSTA, 2010).

A bactéria também ndo foi encontrada nas amostras provenientes do couro dos
animais, contrastando com os resultados encontrados por Barkocy-Gallagher et al. (2003) e
Rivera-Betancourt et al. (2004), que detectaram Salmonella numa frequéncia de 97,7% e
70,8%, respectivamente. Barkocy-Gallagher et al. (2003) também relacionaram a frequéncia
de isolamento do micro-organismo a partir do couro com o periodo do ano, sendo que nos
meses mais frios a freqiiéncia de isolamento de Salmonella (27,7%) foi menor do que aquela
encontrada nos meses mais quentes (97,7%). Para a realizacdo deste estudo, as amostras
foram coletadas durante o outono e o inverno, o0 que pode ter influenciado na auséncia do
micro-organismo no couro do animal. Quanto a espécie animal, Salmonella foi isolada apenas
de amostras provenientes de bovinos, conforme os dados expostos na Tabela 2.

Detectar Salmonella spp. nos animais que chegam ao frigorifico significa um fator de
risco, mas nao pode ser interpretada como um indice de contaminacdo do produto final.
Entretanto, quanto maior for o indice de animais que chegarem portadores e/ou excretores de
Salmonella no momento de abate, maior seré a dificuldade de controlar os pontos criticos na
indUstria (BESSA et al., 2004).

A concentracdo inibitéria minima (CIM) para a ampicilina, amoxicilina e
ciprofloxacina para os isolados provenientes de bovinos pode ser vista na Tabela 3. De acordo
com os pontos de corte estabelecidos pelo CLSI, BO19 foi sensivel aos 3 antibi6ticos
testados, enquanto BO25 foi sensivel a amoxicilina e a ciprofloxacina, mas apresentou
resisténcia a ampicilina.

O estudo de Raveendran et al. (2008) sugere que a ciprofloxacina ndo pode mais ser
considerada a droga de escolha no tratamento de infecgdes por Salmonella em razéo do seu
elevado nivel de resisténcia.

No estudo conduzido por Souza et al. (2010), todas as cepas testadas foram suscetiveis

a ciprofloxacina e 0,5% foram resistentes a ampicilina. Nas amostras isoladas de bovinos
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durante o abate, todos os isolados encontrados foram sensiveis a ciprofloxacina e 11,4%
foram resistentes a ampicilina (LOPES, 2011).

CONCLUSOES

Estudos enfatizando a epidemiologia de animais assintoméaticos podem levar a um
melhor entendimento do ciclo da contaminacdo de Salmonella nos ruminantes. Os resultados
observados no estudo demonstram uma atividade in vitro da amoxicilina e da ciprofloxacina

frente aos isolados.
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281  Tabela 1. Presenca de Salmonella spp. (%) nas amostras coletadas em relacdo aos pontos de

282  coleta.
Pontos de coleta N° de amostras N° de isolados %
P1 50 0 0
P2 50 0 0
P3 50 2 4
TOTAL 150 2 1,33
P1 = couro do animal apds a sangria
P2 = carcaca ap0s a evisceracao
P3 = conteudo cecal
283
284
285

286  Tabela 2. Distribuicdo das amostras coletadas de acordo com a espécie animal.

N° de amostras N° de isolados
Pontos de coleta Bovinos Bubalinos Bovinos Bubalinos

P1 25 25 0 0

P2 25 25 0 0

P3 25 25 2 0

TOTAL 75 75 2 0
287
288
289

290
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291  Tabela 3. Concentracdo inibitéria minima (CIM) da ampicilina, amoxicilina e ciprofloxacina

292  frente aos isolados BO19 e BO25, atraves da técnica de microdiluicdo em caldo.

Concentracdo inibitoria minima (ug/ml)

Isolado
Ampicilina Amoxicilina Ciprofloxacina
B019 15,62 7,81 1
B025 31,25 <1,95 0,5

Ponto de corte da ampicilina: Sensivel < 8; intermediario = 16; ¢ resistente > 32.
Ponto de corte da amoxicilina: Sensivel < 8; intermediario = 16; ¢ resistente > 32.

Ponto de corte da ciprofloxacina: Sensivel < 1; intermediario = 2; e resistente > 4.



3 CONCLUSOES

- As ilhas de patogenicidade sdo necessérias para a invasdo e colonizagdo de
orgaos humanos e animais por bactérias do género Salmonella. Além disso, os fatores
de viruléncia importantes e que contribuem na patogénese da salmonelose estédo
associados as SPIs. Entretanto, ainda sdo necesséarios mais estudos para esclarecer
de forma exata a participacédo das SPIs na patogénese de Salmonella.

- O numero de cepas de Salmonella isoladas do conteudo cecal de bovinos no

frigorifico estudado foi de 1,33%.

- A cepa BO19 é sensivel aos trés antibioticos testados, enquanto BO25 é sensivel a

amoxicilina e a ciprofloxacina, mas apresenta resisténcia a ampicilina.
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v’ Figura. Qualquer ilustragdo que apresente linhas e pontos: desenho, fotografia,
grafico, fluxograma, esquema, etc. A legenda recebe inicialmente a palavra
Figura, seguida do nimero de ordem em algarismo arabico e é referida no texto
como Fig., mesmo se referir a mais de uma figura. As fotografias e desenhos com
alta qualidade em formato jpg, devem ser também enviadas, em um arquivo
zipado, no campo préprio de submissao.

Nota:

v" Toda tabela e/ou figura que ja tenha sido publicada deve conter, abaixo da
legenda, informacgdo sobre a fonte (autor, autorizacdo de uso, data) e a
correspondente referéncia deve figurar nas Referéncias.

v’ As tabelas e figuras devem preferencialmente, ser inseridas no texto no paragrafo
seguinte a sua primeira citacgio.

= Discussao. Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. (Obs.: As secdes
Resultados e Discussido poderdo ser apresentadas em conjunto a juizo do autor, sem
prejudicar qualquer das partes).

= Conclusdes. As conclusdes devem apoiar-se nos resultados da pesquisa executada.

= Agradecimentos. Nio obrigatorio. Devem ser concisamente expressados.

* Referéncias. As referéncias devem ser relacionadas em ordem alfabética. Evitar
referenciar livros e teses. Dar preferéncia a artigos publicados em revistas nacionais e
internacionais, indexadas. Sdo adotadas as normas ABNT/NBR-6023 de 2002,
adaptadas conforme exemplos:

Como referenciar:
1. Citacdes no texto

= (Citagdes no texto deverdo ser feitas de acordo com ABNT/NBR 10520 de

2002. A indicacdo da fonte entre parénteses sucede a citacdo para evitar

interrup¢do na sequéncia do texto, conforme exemplos:

v" autoria unica: (Silva, 1971) ou Silva (1971); (Anuario..., 1987/88) ou
Anudrio... (1987/88)

v" dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes € Moreno (1974)

v" mais de dois autores: (Ferguson et al., 1979) ou Ferguson et al. (1979)

v" mais de um artigo citado: Dunne (1967); Silva (1971); Ferguson ef al.
(1979) ou (Dunne, 1967; Silva, 1971; Ferguson et al., 1979), sempre em
ordem cronologica ascendente e alfabética de autores para artigos do
mesmo ano.

= (itag¢do de citagdo. Todo esfor¢o deve ser empreendido para se consultar o
documento original. Em situa¢des excepcionais pode-se reproduzir a
informacdo ja citada por outros autores. No texto, citar o sobrenome do autor
do documento néo consultado com o ano de publicacao, seguido da expressao
citado por e o sobrenome do autor e ano do documento consultado. Nas
Referéncias, deve-se incluir apenas a fonte consultada.
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»  Comunica¢do pessoal. Nio fazem parte das Referéncias. Na citagdo
coloca-se o sobrenome do autor, a data da comunicagdo, nome da Instituicéo
a qual o autor é vinculado.

2. Periodicos (até 4 autores, citar todos. Acima de 4 autores citar 3 autores ef al.):
ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL. v.48, p.351, 1987-88.

FERGUSON, J.A.; REEVES, W.C.; HARDY, J.L. Studies on immunity to
alphaviruses in foals. Am. J. Vet. Res., v.40, p.5-10, 1979.

HOLENWEGER, J.A.; TAGLE, R.; WASERMAN, A. et al. Anestesia general
del canino. Not. Med. Vet.,n.1, p.13-20, 1984.

3. Publicacio avulsa (até 4 autores, citar todos. Acima de 4 autores citar 3 autores
etal):
DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967. 981p.

LOPES, C.A.M.; MORENO, G. Aspectos bacteriologicos de ostras, mariscos e
mexilhdes. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE  MEDICINA
VETERINARIA, 14., 1974, Sio Paulo. Anais... Sio Paulo: [s.n.] 1974. p.97.
(Resumo).

MORRIL, C.C. Infecciones por clostridios. In: DUNNE, H.W. (Ed).
Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967. p.400-415.

NUTRIENT requirements of swine. 6.ed. Washington: National Academy of
Sciences, 1968. 69p.

SOUZA, C.F.A. Produtividade, qualidade e rendimentos de carcaca e de
carne em bovinos de corte. 1999. 44f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina
Veterinaria) — Escola de Veterinaria, Universidade Federal de Minas Gerais,
Belo Horizonte.

4. Documentos eletronicos (até 4 autores, citar todos. Acima de 4 autores citar 3
autores et al.):
QUALITY food from animals for a global market. Washington: Association of
American Veterinary Medical College, 1995. Disponivel em: <http://www.
org/critcal 6.htm>. Acessado em: 27 abr. 2000.

JONHNSON, T. Indigenous people are now more cambative, organized.
Miami Herald, 1994. Disponivel em: <http://www.summit.fiu.edu/
MiamiHerld-Summit-RelatedArticles/>. Acessado em: 5 dez. 1994.



Nota:

Artigos que ndo estejam rigorosamente dentro das normas acima ndo serdo aceitos
para avaliacdo.

O Sistema reconhece, automaticamente, como “Desisténcia do Autor” artigos em
diligéncia ou “Aguardando diligéncia do autor”, que ndo tenha sido respondido no
prazo dado pelo Sistema.

Taxas de submissio e de publicacao:

Taxa de submissio. A taxa de submissido de R$30,00 devera ser paga por meio de
boleto bancario emitido pelo sistema eletronico de submissio de artigos. Ao solicitar
o boleto bancario, o autor informara os dados para emissdo da nota fiscal. Somente
artigos com taxa paga de submissio serdo avaliados.

Caso a taxa ndo seja quitada em até 30 dias sera considerado como desisténcia do
autor.

Taxa de publica¢do. A taxa de publicagdo de R$70,00, por pagina impressa em
preto e R$220,00 por pagina impressa em cores sera cobrada do autor indicado para
correspondéncia, por ocasido da prova final do artigo. A taxa de publicagido devera
ser paga por meio de boleto bancéario emitido pelo sistema eletrénico de submissao
de artigos. Ao solicitar o boleto bancario, o autor informara os dados para emissdo da
nota fiscal.

Recursos e diligéncias:

No caso de o autor encaminhar resposta a diligéncias solicitadas pelo ABMVZ, ou
documento de recurso, 0 mesmo devera constar como a(s) primeira(s) pagina(s) do
texto do artigo somente na versdo em Word.

No caso de artigo ndo aceito, se o autor julgar pertinente encaminhar recurso, o
mesmo deve ser feito pelo e-mail journal@vet.ufmg.br.
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