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1. INTRODUCAO

A salmonelose, infeccdo causada por Salmonella nado tifoidal, pode
apresentar como sintomatologia em humanos, diarreia, vomitos, febre e colicas
abdominais. Geralmente, a salmonelose €& autolimitante, com o0s sintomas
cessando entre cinco e sete dias apds o inicio da infeccdo, porém, criancas,
idosos e individuos com o sistema imune debilitado, tendem a desenvolver uma
infeccdo mais severa (CDC, 2018). Por ser uma bactéria naturalmente presente
no trato intestinal de mamiferos e aves, o consumo de carnes e produtos carneos
representam uma importante via de transmissdo deste patdgeno, e as carnes
suina e de frango, bem como seus derivados, com coccéo insuficiente, sdo as
principais causas de transmissdo de Salmonella spp. aos humanos (BARILLI et
al., 2018).

Os compostos sanitizantes sdo agentes biocidas ativos frequentemente
aplicados nas etapas de sanitizacdo de superficies, equipamentos e utensilios em
abatedouros e plantas de processamento de alimentos, principalmente por sua
capacidade de inibir ou matar um amplo espectro de micro-organismos, como as
bactérias, reduzindo assim a contaminacdo dos alimentos e consequentemente, o
risco de infeccdo aos consumidores (GANTZHORN et al., 2014). Apesar de a
sanitizacdo realizada nas indastrias de alimentos reduzir a exposicdo de
patdogenos aos humanos, o uso frequente e indevido, destes compostos, como a
aplicacdo de subdoses, pode conduzir a uma pressao seletiva, aumentando a
incidéncia de bactérias cada vez menos suscetiveis aos sanitizantes utilizados
(BRIDIER et al., 2011).

WU et al. (2015) observaram que isolados de Salmonella spp. provenientes
de amostras de swab de cloaca de frango, bem como isolados de cortes de
frango, apresentaram altos valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) para
compostos quaternarios de amoénio (CQA), e que a resisténcia a estes
sanitizantes pode estar relacionada com a resisténcia a antimicrobianos nesses
isolados. Além disso, genes que conferem resisténcia aos CQA, como 0s genes
gacA e gacEAl, ja foram encontrados em plasmideos de resisténcia de bactérias
Gram-negativas, como Escherichia coli, podendo ser transferidos para outras
espécies bacterianas através de transferéncia horizontal (WU et al., 2015; ZOU et
al., 2014), disseminando esta caracteristica para a populacdo bacteriana do
ambiente de processamento de alimentos.

Diante do exposto, 0 objetivo deste estudo foi avaliar o perfil fenotipico e
genotipico de resisténcia a sanitizantes em isolados de Salmonella spp.
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multirresistentes a antimicrobianos provenientes de produtos carneos da regido
sul do Rio Grande do Sul.

2. METODOLOGIA

Vinte e um isolados de Salmonella spp. provenientes de produtos carneos
analisados no Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Departamento de
Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial (DCTA/FAEM/UFPEL), previamente
caracterizados como multirresistentes a antimicrobianos, foram avaliados em
relacdo a sua suscetibilidade a sanitizantes através do teste de concentracao
inibitéria minima (CIM), de acordo com a metodologia descrita por WU et al.
(2015). Foram testados quatro compostos, sendo estes: um CQA (cloreto de
benzalcénio, CB), uma biguanida (clorexidina, CLX), um &acido organico (acido
peracético, APC) e um composto clorado (hipoclorito de soédio, HS).
Primeiramente, os isolados de Salmonella spp. foram cultivados em agar Triptona
de Soja (TSA) a 37 °C por 24 h. Apds este periodo de incubacgdo, foram
preparadas suspensodes bacterianas em solucao salina 0,85% (p/v), seguindo a
escala 0,5 de McFarland, equivalente a 108 UFC.mL™. Microplacas de poliestireno
de 96 cavidades foram preenchidas na propor¢cdo 1:9 com os inoculos dos
isolados e caldo Mueller-Hinton (MH) contendo as concentracfes dos compostos
sanitizantes avaliados, variando de 0,25 a 128 mg.L™ para o CB e CLX; e 64 a
2048 mg.L™ para o APC e HS. As microplacas foram incubadas a 37 °C por 24 h.
Apos o periodo de incubacéo, a CIM foi definida como a menor concentragdo dos
compostos capaz de inibir a multiplicacdo bacteriana visivel.

A presenga de genes relacionados a resisténcia a sanitizantes também foi
avaliada pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando
sequéncias de oligonucleotideos para os seguintes genes: gacA, gacEA1, smr,
mepA, norA e norB.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os isolados de Salmonella spp. avaliados (100%) apresentaram CIM
de 32 mg.L™ para o CB; quinze isolados (71,43%) apresentaram CIM de 16 mg.L’
! seis isolados (28,57%) apresentaram CIM de 32 mg.L™ para a CLX; e os 21
isolados (100%) apresentaram CIM de 1024 mg.L™, tanto para o APC como para
0o HS. HUMAYOUN et al. (2018), avaliaram 88 isolados de Salmonella spp.
multirresistentes a antimicrobianos provenientes de animais (bovinos, suinos,
frangos, perus, equinos, cdes e gatos) e carne bovina, e observaram que 95%
dos isolados obtiveram CIM de 40 mg.L™* para o CB, valor semelhante ao
encontrado neste estudo. Ja para a CLX, o valor de CIM mais recorrente nos
isolados testados foi de 3 mg.L? (29%), seguido de 25% dos isolados com CIM
de 12 mg.L™* , sendo estes isolados mais suscetiveis a este composto do que 0s
isolados avaliados no presente estudo.

Embora ndo existam valores de corte para definir a resisténcia bacteriana
aos compostos sanitizantes, observou-se multiplicacdo visivel mesmo em
concentracbes mais elevadas de APC e HS. Este é um resultado interessante, ja
que estes compostos sao amplamente utilizados em diferentes etapas de
sanitizagdo na linha de processamento de alimentos (LEE; HUANG, 2019). No
estudo de HUMAYOUN et al. (2018), 90% dos isolados apresentaram CIM entre
880-1760 mg.L™" para o APC, e quase metade dos isolados (43%) apresentaram
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CIM de 6304 mg.L™ para o HS, valor este significativamente mais elevado que o
encontrado neste estudo.

Dentre os genes relacionados a resisténcia a sanitizantes pesquisados,
somente o gene gacEA1l foi encontrado, em nove isolados (42,86%), sendo que
destes, cinco (55,55%) pertencem ao sorovar S. Anatum; os demais isolados
pertencem a quatro sorovares distintos (S. Senftenberg, S. Lexington, S.
Typhimurium e S. Derby) (Tabela 1). De acordo com WU et al. (2015), o gene
gacEA1l é frequentemente presente em E. coli e Salmonella spp., e LONG et al.
(2016) também observaram que o gene gacEA1 foi o mais prevalente (presente
em 26,7% dos isolados de Salmonella spp. proveniente de frango e ovos), sendo
este gene mais frequentemente encontrado no sorovar S. Derby.

Tabela 1. Isolados de Salmonella spp. que portavam o gene qacEAl

CIM dos sanitizantes

Isolado Alimento Sorovar (mg.L ™)
CB CLX APC HS
S1 Linguigca mista frescal Anatum 32 16 1024 1024
S2 Linguica mista frescal Anatum 32 32 1024 1024
S3 Linguica suina seca Anatum 32 32 1024 1024
defumada
S4 Carne suina Anatum 32 32 1024 1024
S5 Linguica suina frescal Anatum 32 32 1024 1024
S6 Linguica suina frescal Senftenberg 32 16 1024 1024
S7 Alcatra embalada a vacuo Lexington 32 32 1024 1024
S8 Linguica suina Typhimurium 32 32 1024 1024
S9 Linguica suina Derby 32 16 1024 1024
CB: cloreto de benzalconio; CLX: clorexidina; APC: acido peracético; HS: hipoclorito de
sodio.

Dos seis isolados que apresentaram um valor de CIM maior para a CLX (32
mg.L™), quatro (66,66%) pertencem ao sorovar S. Anatum, e todos os seis
isolados (100%) apresentaram o gene gacEA1, como pode-se observar na Tabela
1. O gene gacEA1l esta localizado na porgéo conservada 3’ dos integrons de
classe 1, um elemento genético moével que codifica para genes que podem
conferir resisténcia a antimicrobianos (CHAPMAN, 2003). Além disso, a presenca
do gene gacEAl ¢é frequentemente associada a isolados resistentes a
antimicrobianos e que apresentam elevadas CIM aos CQA, como o CB (ZOU et
al. 2014; WU et al. 2015).

4, CONCLUSOES

Os resultados obtidos demonstraram valores de CIM para compostos
sanitizantes entre os isolados de Salmonella spp. provenientes de produtos
carneos, semelhantes aos relatados na literatura cientifica. Além disso, o gene
gacEAl esteve presente em quase metade dos isolados, podendo estar
relacionado aos perfis de resisténcia a antimicrobianos destes isolados.
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