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Resumo

STAHLHOFER, Sabine. Avaliagdo de fatores de resisténcia e viruléncia em isolados de
Salmonella Thompson na industria avicola. 2022. numero de folhas ”59”. Dissertagao
(Mestrado em Ciéncias) - Curso de Pds-Graduacdo em Producdo e Sanidade Animal, Pro-
reitora de Pesquisa, Pds-Graduacdo e Inovacdo, Instituto Federal Catarinense, Araquari,
2022.

Salmonella enterica subespécie enterica sorovar Thompson tem sido identificada em varios
paises, sendo um dos principais sorovares envolvido em infec¢cdes alimentares em humanos
na Unido Europeia. Além disso, esse sorovar vem apresentando resisténcia a
antimicrobianos de interesse em saude humana e animal, corroborando assim com a
importancia da investigacdo de fatores que contribuem para tal. O objetivo do estudo foi
avaliar os perfis fenotipicos e genotipicos dos isolados de Salmonella Thompson da cadeia
avicola de uma empresa brasileira, visando assim maior compreensdo deste patdgeno. Para
a realizacdo dos experimentos, foram selecionadas 44 estirpes oriundas de amostras
coletadas em diferentes setores agropecuarios. As estirpes foram submetidas ao teste de
susceptibilidade frente a 12 agentes antimicrobianos. O numero de isolados sensiveis
(81,82%) foi superior ao de isolados resistentes (18,18%). A resisténcia a sulfonamida foi de
15,91%, e a tetraciclina foi de 2,22%. Na avaliagdo genotipica dos isolados através da RT-PCR
em tempo real, foram investigados os genes relacionados a resisténcia a antimicrobianos e
os fatores de viruléncia. Os genes de resisténcia a tetA, sull e sul2 estavam presentes na
maioria das amostras (97,73%, 79,55% e 86,36%, respectivamente). A presenca do gene sul3
nao foi detectada. Do total de 44 amostras, 26 (59,09%) apresentaram um ou mais genes de
viruléncia. Foi realizada a identificagcdao dos genes de resisténcia antimicrobianos pela técnica
de microarranjo, sendo uma estirpe apresentou o gene blacrx-m-1 referente a resisténcia aos
antimicrobianos betalactamicos de espectro estendido e outra apresentou o gene blaoxa-as,
relacionado a resisténcia antimicrobiana as carbapenamases. Além disso, foi realizada a
tipagem molecular dos isolados pela técnica de PFGE, o que demonstrou pouca variabilidade
genética entre os 44 isolados, formando 5 padrdes de PFGE ndo clonais. Apds analise
genética e fenotipica, um isolado de cada cluster foi selecionado para avaliacdo de
patogenicidade através do desafio em frangos comerciais. Em relacdo a excrecdo da S.
Thompson, observou-se que a cepa A teve um percentual maior de excrecdo (94,12%). A
cepa do grupo 3, referente ao cluster E no PFGE, demonstrou ser a mais invasiva quando
comparada as outras cepas. A maioria das estirpes de S. Thompson apresentou alta
similaridade no PFGE, e isso pode ter sido originado de um mesmo clone que se disseminou.
As informacdOes geradas nesse estudo auxiliam e aprimoram as estratégias de controle de
Salmonella na cadeia avicola, mostrando a necessidade, por questdes de saude publica, de
vigilancia continua e uso de andlises moleculares como ferramentas auxiliares para tal.



Palavras-chave: frango de corte; caracterizacdo molecular; controle; resisténcia a
antimicrobianos .



Abstract

STAHLHOFER, Sabine. Evaluation of resistance and virulence factors in Salmonella
Thompson isolates in the poultry industry. 2022. number of sheets “59”. Dissertation
(Master of Science) - Postgraduate Course in Animal Production and Health, Dean of
Research, Postgraduate Studies and Innovation, Instituto Federal Catarinense, Araquari,
2022.

Salmonella enterica subspecies enterica serovar Thompson has been identified in several
countries, being one of the main serovars involved in foodborne infections in humans in the
European Union. In addition, this serovar has shown resistance to antimicrobials of interest
in human and animal health, thus corroborating the importance of investigating factors that
contribute to this. The objective of the study was to evaluate the phenotypic and genotypic
profiles of Salmonella Thompson isolates from the poultry chain of a Brazilian company, thus
aiming at a better understanding of this pathogen. To carry out the experiments, 44 strains
from samples collected in different agricultural sectors were selected. The strains were
submitted to a susceptibility test against 12 antimicrobial agents. The number of susceptible
isolates (81.82%) was higher than that of resistant isolates (18.18%). Sulfonamide resistance
was 15.91%, and tetracycline resistance was 2.22%. In the genotypic evaluation of the
isolates through real-time RT-PCR, genes related to antimicrobial resistance and virulence
factors were investigated. The tetA, sull and sul2 resistance genes were present in most
samples (97.73%, 79.55% and 86.36%, respectively). The presence of the sul3 gene was not
detected. Of the total of 44 samples, 26 (59.09%) showed one or more virulence genes.
Carbapenemase, colistin and beta-lactamase resistance genes were identified using the
microarray technique, with one strain showing resistance to the blactx-m-1 gene of the ESBL
resistance type and another to the blaoxa-as gene, of the carbapenamases resistance type. In
addition, molecular typing of the isolates was performed using the PFGE technique, which
showed little genetic variability among the 44 isolates, forming 5 non-clonal PFGE patterns.
After genetic and phenotypic analysis, one isolate from each cluster was selected for
pathogenicity evaluation through challenge in commercial birds. Regarding the excretion of
S. Thompson, it was observed that the A strain had a higher percentage of excretion
(94.12%). The group 3 strain, referring to cluster E in the PFGE, proved to be the most
invasive when compared to the other strains. Most of the S. Thompson strains showed high
similarity in the PFGE, and this may have originated from the same clone that spread. The
information generated in this study helps and improves Salmonella control strategies in the
poultry chain, showing the need, for public health reasons, for continuous surveillance and
the use of molecular analyzes as auxiliary tools for this purpose.

Keywords: broiler birds; molecular characterization; control; antimicrobial resistance.
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1 CONTEXTUALIZAGAO DO PROBLEMA E ESTADO DA ARTE

1.1 Impacto e nomenclatura

De acordo com a Organizagao Mundial da Saude, Salmonella é um dos mais
importantes patdgenos zoondticos, com amplo impacto econémico como também
para a saude dos animais e humanos (ALJAHDALI et al., 2020; VELASQUEZ et al., 2018;
YANG et al., 2014). Foram notificados 87.913 casos confirmados de Salmonelose em
humanos no ano de 2019 na Unido Europeia (FOOD; AUTHORITY, 2021). No Brasil,
entre os dez agentes identificados em surtos de doencas transmitidas por alimentos,
observa-se que Salmonella foi o segundo agente mais identificado, no periodo de 2009
a 2018 (BRASIL, 2019).

Salmonella é dividida em duas espécies, S. bongori e S. enterica. A espécie
enterica é dividida em seis subespécies. Destas, a subespécie enterica é composta por
aproximadamente 1.700 sorotipos, dos quais 99% podem causar infeccGes em animais
e humanos (ISSENHUTH-JEANJEAN et al., 2014). Alguns sorotipos sdo bastante
estudados, entre eles S. Enteritidis e S. Typhimurium, porém, outros sdo menos
investigados e com isso tem sua epidemiologia pouco esclarecida como por exemplo S.
Thompson (SHAH et al., 2017).

1.2 Casos de S. Thompson

Salmonella enterica sorovar Thompson foi isolada a primeira vez em 1924 na
Inglaterra (CHISHOLM et al., 1999). Conforme reportado pelos Laboratdrios Nacionais
de Servicos Veterindrios dos Estados Unidos, entre 1968 e 2011, foram isoladas 5.408
cepas de S. Thompson de diferentes espécies animais, entre bovinos, suinos e frangos.
Do total, 2.866 isolados (53%), foram provenientes das aves, demonstrando que este
sorovar € mais comumente isolado nessa espécie e menos frequente em outras
espécies de animais. (CDC, 2013).

Em uma investigacdo epidemioldgica dos Estados Unidos em operacdes

integradas de aves, S. Thompson foi o segundo sorotipo mais frequentemente
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observado no incubatdrio, amostras de fezes, cama e swab de arrasto (BAILEY et al.,
2001).

Na Unido Europeia, S. Thompson é um dos 20 principais sorovares que infectam
humanos (KOUTSOUMANIS et al., 2019). Em um estudo realizado na Escécia, 113
isolados de S. Thompson procedentes de sete paises europeus foram analisados
molecularmente a fim de estudar sua epidemiologia. Verificou-se que o ser humano foi
fonte de 62 do total de isolados (54,87%) e 51 isolados (45,13%) foram originarios de
fontes ndo humanas, desses, 24 isolados (21,24%) foram provenientes de aves
(CHISHOLM et al., 1999). Em um estudo realizado pela Autoridade Europeia para
seguranca de Alimentos (EFSA) sobre o controle de Salmonella em lotes de frango e
impacto na saude publica, o aumento de casos confirmados de salmonelose humana
apos 2014 desencadeou a investigacdo de fatores contributivos e opcdes de controle
na producdao de frangos. A reconsideracdo dos cinco sorovares-alvo atuais para
galinhas reprodutoras mostrou que ha justificativa para reter Salmonella Enteritidis,
Salmonella Typhimurium (incluindo variantes monofasicas) e Salmonella Infantis como
sorovares-alvo, enquanto Salmonella Virchow e Salmonella Hadar poderiam ser
substituidos por Salmonella Kentucky, Salmonella Heidelberg ou Salmonella
Thompson, considerando a ocorréncia nos lotes, sua dissemina¢cdao em alguns estados
e viruléncia aumentada de algumas cepas (KOUTSOUMANIS et al., 2019).

No Canad3, entre 2015 e 2017 S. Thompson esta entre os quatro sorotipos mais
frequentemente identificados em surtos de Salmonella reportados na cidade de
Toronto. Neste periodo, foram reportados 1.044 surtos ao Sistema de Informacao de
Saude Publica integrado ao Ministério da Saude e Cuidados de longo prazo de Ontario.
Do total, 138 (13,22%) foram relacionados a S. Thompson (VARGA et al., 2020).

Além disso, em um comercio de carne de aves cruas na China, foram analisados
1.094 isolados de Salmonella, S. Thompson entre os cinco sorotipos mais comumente

encontrados (YANG et al., 2014).
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1.3 Antimicrobianos na avicultura

O uso de antimicrobianos na avicultura, tanto para tratamento e profilaxia em
frangos, associado a pressdao de selecdo de bactérias resistentes tém sido foco de
varios estudos (RAHMANI et al., 2013; SHAH et al., 2017; WALKER et al., 2021). O
aumento da resisténcia antimicrobiana é uma ameaca global significativa tanto para a
saude publica, seguranca dos alimentos, como para o desenvolvimento econémico
(BLAIR et al., 2015; LOUREIRO et al., 2016; MINISTERIO DA SAUDE, 2018). Estima-se
gue 700.000 pessoas morrem todos os anos por infeccdes resistentes a
antimicrobianos e um numero incontdvel de animais doentes pode ndo estar
respondendo aos tratamentos. (FAO, 2020). Sob a perspectiva de saude Unica, hd um
consenso de que varios fatores devem trabalhar juntos para controlar o aumento da
resisténcia em todo o mundo. Em relagdo a produgdo animal, isso implica em
mudancas de algumas praticas tradicionais, como a implantacdo de medidas que
priorizam a prevencao de infec¢des (OIE, 2016; OMS, 2015). No relatdrio de vigilancia
dos isolados humanos do Sistema Nacional de Monitoramento de Resisténcia
Antimicrobiana de 2015 (NARMS), é apontado a resisténcia de isolados de S.
Thompson frente a estreptomicina.

Através da Resolugcdo n2 XXVIII de 2007, foi estabelecida a Lista de
Antimicrobianos de Importancia Veterinaria, para identificar aqueles extremamente
relevantes que sao usados na medicina veterinaria e complementar a identificacao de
tais antimicrobianos usados também em medicina humana. Isso auxilia na escolha
assertiva do antimicrobiano a ser utilizado nos tratamentos e permite um equilibrio
entre as necessidades da saude animal e saude publica (OIE, 2007).

Para atender exigéncias internacionais, o Brasil vem estabelecendo
gradativamente, por meio de regulamentos, um maior rigor em relagdo ao uso de
antibidticos e aditivos melhoradores de desempenho. Recentemente o Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento, através da Instru¢do Normativa n? 01 de 13 de

janeiro de 2020, proibiu o uso de aditivos melhoradores de desempenho que
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contenham os antimicrobianos tilosina, lincomicina e tiamulina, classificados como
importantes na medicina humana (MAPA, 2020).

1.4 Resisténcia bacteriana

No contexto da resisténcia aos antimicrobianos, as bactérias podem ser
naturalmente resistentes a certos agentes, mas também podem obter ou disseminar
os genes de resisténcia horizontalmente, como por meio da troca genética entre o
plasmideo, fagos lisogénicos e o cromossomo bacteriano (WOJCICKI et al., 2021). A
integracdo desses genes dentro dos elementos genéticos especializados desempenha
importante papel na aquisicdo e disseminac¢do genética, conferindo novos fenétipos as
bactérias receptoras, além de frequentemente serem fonte de mudangas adaptativas
que potencializam aptiddao das bactérias a sua sobrevivéncia e reproducdo. (ILYAS;
TSAI; COOMBES, 2017; NABI, 2017). Ha outros mecanismos que conferem resisténcia
bacteriana, como: (i) modificacdes nas vias de sinalizacdo que regulam a expressao de
genes que conferem resisténcia aos mesmos, incluindo mutag¢des nas estruturas dos
alvos que impedem a ligacdo eficiente dos antimicrobianos a bactéria; (ii) modificacao
direta dos antimicrobianos, que consiste em enzimas capazes de realizar hidrélise ou
até mesmo capazes de adicionar grupos quimicos a molécula dos antimicrobianos,
impedindo a ligagdo do mesmo ao alvo, (BLAIR et al., 2015; WOICICKI et al., 2021).

Considerando a evolucdo da resisténcia aos antimicrobianos nas bactérias
Gram-negativas, verifica-se que um dos mais importantes mecanismos de resisténcia
aos antimicrobianos é a producdo de enzimas B-lactamases (LOUREIRO et al., 2016;
MORENO et al., 2019). Neste contexto, Enterobacteriaceae produtoras de R-
lactamases de espectro estendido (ESBL) representam uma ameaca para algumas
classes de antimicrobianos, particularmente cefalosporinas (EJAZ et al., 2021).

Os antimicrobianos da classe dos carbapenemicos sdo utilizados em bactérias
resistentes as classes dos R-lactamicos. No entanto, algumas Enterobacteriaceae
podem produzir enzimas hidrolisadoras de carbapenem, resistindo a atividade deste

composto e, portanto, foram listados pela OMS como patdgenos de alta prioridade,
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devido a sua associacdo com mortalidades e morbidades (KOPOTSA; OSEIl SEKYERE;
MBELLE, 2019).

Salmonella desenvolveu uma série de mecanismos moleculares de resisténcia
as drogas, como sensores de membrana e/ou sensores citosélicos (SHAHEEN et al.,
2020). Nesse género, muitas vias de sinalizagcdo que regulam a expressao de genes de
resisténcia a antibidticos foram caracterizadas, como: a familia de proteinas TetR
(repressores que regulam genes de resisténcia a tetraciclina); a familia de proteinas
AraC/XylS, (ativadores/repressores de transcricdo); e os componentes dos sistemas de
transducgdo de sinal (como PhoPQ, CpxAR, BaeSR, EnvZ/OmpR e PmrAB) que consistem
em proteinas sensoras, geralmente histidina quinase ligada a membrana, e um
regulador de resposta citoplasmatica (WESTON et al., 2018; WOICICKI et al., 2021).

Compreender o efeito da resisténcia adquirida na fisiologia bacteriana é
relevante para o desenvolvimento de estratégias mais precisas para combater
infecgBes, bem como o controle dos agentes ou mesmo da doenga quando a infec¢do
se estabeleceu (MARTINEZ; ROJO, 2011; RIBEIRO TIBA-CASAS et al., 2021).

Os fatores predominantes que determinam o potencial patogénico de
Salmonella estao diretamente relacionados com o0s mecanismos moleculares
envolvidos com a capacidade de invadir e replicar-se dentro das células do hospedeiro,
assim como resistir a destruicdo por componentes fagociticos ou componentes do
complemento plasmatico (DE MELO et al., 2021; LENITA MOURA, 2020; RIBEIRO TIBA-
CASAS et al., 2021).

1.5 Fatores de viruléncia em Salmonella

No cromossomo de Salmonella, existem locais especificos chamados de llhas de
Patogenicidade (IPSs), onde determinados genes ligados a infeccdo estdo agrupados e
os fatores de viruléncia sdao codificados. As IPSs foram descritas como a “caixa de
ferramentas molecular” para a patogénese deste agente. As IPSs codificam diferentes
funcdes, que, em grande parte dependem do contexto ambiental em que a bactéria

vive. Esses genes conferem vantagens para as bactérias, como adaptacdo a célula
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hospedeira, resisténcia aos antimicrobianos e a capacidade de superar mecanismos de
defesa do hospedeiro (FOLEY et al., 2013; GAL-MOR; FINLAY, 2006; ILYAS; TSAI;
COOMBES, 2017; VAN ASTEN; VAN DIJK, 2005). No pan-genoma de Salmonella existem
21 ilhas genO6micas apontadas como IPSs. Destes, IPS-1 e IPS-2 foram amplamente
caracterizados. Uma das func¢Oes da IPS-1 é a invasdo das células epiteliais no trato
intestinal, enquanto a IPS-2 esta envolvida com a sobrevivéncia intracelular em
macrofagos e disseminagdo sistémica (ILYAS; TSAl; COOMBES, 2017; RODER; HENSEL,
2020).

A principal funcao dos genes codificados por IPS-1 é de secre¢do do sistema de
secrecao tipo lll (SST3). O SST3 pode mediar a secrecdao de proteinas extracelulares
diretamente no citosol das células hospedeiras, entre elas a SopE, e modificar vias de
transducdo de sinais, resultando na reorganizacao do citoesqueleto de actina na célula
hospedeira (ILYAS; TSAI; COOMBES, 2017; RODER; HENSEL, 2020). Do mesmo modo,
Spi também constitui o SST3 e exporta proteinas que permitem a sobrevivéncia de
Salmonella dentro dos macréfagos, modificando os fatores do hospedeiro necessarios
na fagocitose (OCHMAN et al., 1996).

A patogenicidade de Salmonella esta associada a varios genes codificadores de
viruléncia, localizados no cromossomo ou no plasmideo. Por exemplo, os genes de
viruléncia fimbrial, como os genes que codificam as fimbrias polares longas (/pf),
desempenham um papel no reconhecimento do hospedeiro e medeiam a adesdo da
bactéria ao epitélio intestinal e a invasdo celular. O gene spvC, que esta localizado
principalmente no plasmideo de viruléncia, desempenha um papel na multiplicacao
intracelular e na sobrevivéncia de Salmonella no hospedeiro, também estd ligado a
infec¢Oes sistémicas por Salmonella. (BAHRAMIANFARD et al., 2021).

O ferro é um é um oligoelemento essencial que se incorpora as proteinas como
um biocatalisador ou transportador de elétrons em muitos processos biolégicos. Além
disso, é um cofator de enzimas envolvidas em importantes reacdes redox e portanto

um fator de crescimento essencial para as bactérias no processo de infec¢do
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(DOMINGUEZ-ACUNA; PORTILLO, 2022). A disponibilidade do ferro é reduzida no
intestino inflamado e isso exige que bactérias liberem sideréforos, como a
enterobactina, para adquirir esse metal essencial. Os sorovares de Salmonella
adaptam-se a este ambiente produzindo um derivado glicosilado da enterobactina,
denominado salmochelin, que ndo é neutralizado por proteinas do hospedeiro,
proporcionando assim ao patégeno uma vantagem de crescimento sobre os
concorrentes que dependem apenas de enterobactina para aquisicio de ferro
(KHAJANCHI et al., 2019; ROGERS; TSOLIS; BAUMLER, 2021). S. Typhimurium regula a
expressao dos sistemas de aquisicdo de ferro respondendo a sinais como a
concentracdo de oxigénio, a quantidade de ferro livre disponivel ou a fase de
crescimento. A proteina FuR atua como principal regulador desses sistemas. Outras
proteinas envolvidas com metabolismo celular do ferro sao IroN, FepA e CirA

(DOMINGUEZ-ACUNA; PORTILLO, 2022).

1.6 Similaridade genética de Salmonella

Métodos capazes de discriminar estirpes de Salmonella spp. com base em
diferencas no perfil genético estdo disponiveis para auxiliar na investigacao
epidemioldgica. Dentre estes, o método de Eletroforese em gel de Campo Pulsado
(PFGE) usado para a comparacao dos perfis genéticos bacterianos, principalmente
devido ao seu potencial elevado de diferenciacdao e contribuicdao para investigacdes
sobre origem e disseminacao do patdgeno (OLIVE; BEAN, 1999; RIBOT et al., 2006).

O controle de Salmonella em granjas de frango nao é uma tarefa simples, em
funcao da existéncia de muitas fontes possiveis de contaminag¢ao, como vetores, racao
e agua, cama, transporte, pessoas, animais domésticos e selvagens (BAILEY et al.,
2001; KOUTSOUMANIS et al., 2019; WIBISONO et al., 2020). Nesse contexto, vale
ressaltar que, medidas de biosseguridade sdo importantes para o controle do agente.
Porém, conhecer o perfil genético de Salmonella, contribui para melhor compreensao

do patégeno (DE MELO et al., 2021; WEBBER et al., 2019), assim como, entender a
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epidemiologia dos sorovares é essencial para controlar e evitar sua disseminacao
(FERRARI et al., 2019). Por esse motivo, o intuito dessa pesquisa foi avaliar os perfis
genotipico e fenotipico de viruléncia e de resisténcia aos antimicrobianos de S.
Thompson, visando estabelecer critérios para melhorar as estratégias de prevencao e

controle desse sorovar na cadeia avicola.
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2 OBIJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar perfil genotipico e fenotipico de viruléncia e resisténcia aos
antimicrobianos de Salmonella Thompson de diferentes setores da cadeia avicola de

uma empresa de grande porte.

2.2 Especificos

[) Verificar o perfil fenotipico através do teste de suscetibilidade das estirpes de
Salmonella Thompson de diferentes setores da empresa e determinar a
frequéncia da suscetibilidade;

II) Verificar o perfil genotipico (expressao de genes de resisténcia a antibidticos e
viruléncia) das estirpes de Salmonella Thompson dos diferentes setores da
empresa, determinando a frequéncia e correlacionando com perfil fenotipico
encontrado;

[Il) Diferenciar estirpes de Salmonella Thompson quanto a variabilidade dos
padrdes de restricdo molecular por PFGE através do dendograma gerado;

IV) Avaliar a patogenicidade das estirpes em frangos de corte para compreender a

invasdao em orgaos e excrecgdo do patégeno;
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3 AVALIACAO DE FATORES DE RESISTENCIA E VIRULENCIA EM ISOLADOS DE
SALMONELLA THOMPSON NA INDUSTRIA AVICOLA
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3.1 Introducao

De acordo com a Organizacdao Mundial da Saude, Salmonella é um dos mais
importantes patégenos zoonéticos, com amplo impacto econbmico na saude dos
animais e humanos (YANG et al., 2014). No Brasil, entre os dez agentes identificados
em surtos de doencas transmitidas por alimentos, observa-se que Salmonella foi o
segundo agente mais identificado, no periodo de 2009 a 2018 (BRASIL, 2019). Alguns
sorotipos sao bastante estudados, entre eles S. Enteritidis e S. Typhimurium, porém,
outros sdo menos investigados, como por exemplo S. Thompson (SHAH et al., 2017)
mas com uma importancia significativa na saude.

Conforme reportado pelos Laboratérios Nacionais de Servigos Veterinarios dos
Estados Unidos, entre 1968 e 2011, foram isoladas 5.408 cepas de S. Thompson de
diferentes espécies animais, entre bovinos, suinos e frangos, sendo que 53% foram
provenientes das aves, demonstrando que este sorovar é mais comumente isolado
dessa espécie e menos frequente em outras espécies de animais. (CDC, 2013).

Na Unido Europeia, S. Thompson é um dos 20 principais sorovares que infectam

humanos (KOUTSOUMANIS et al., 2019). No Canada, entre 2015 e 2017, S. Thompson
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esteve entre os 4 sorotipos mais frequentemente identificados em surtos de
Salmonella reportados na cidade de Toronto, estando envolvido com 13,22% dos
surtos (VARGA et al., 2020). Além disso, em 2015 foi apontado no relatério de
vigilancia dos isolados humanos do Sistema Nacional de Monitoramento de Resisténcia
Antimicrobiana (NARMS), a resisténcia de isolados de S. Thompson frente a
estreptomicina.

O aumento da resisténcia bacteriana frente aos antimicrobianos é uma ameaca
global significativa tanto para a saude publica, seguranca dos alimentos e para o
desenvolvimento econdmico. Estima-se que 700.000 pessoas morrem todos os anos
por infeccdes provocas por agentes resistentes a antimicrobianos e um numero
incontdvel de animais doentes pode nao estar respondendo aos tratamentos. (FAO,
2020). O uso de antibidticos na avicultura e a pressdo de selecdo de bactérias
resistentes tém sido assuntos de varios estudos (RAHMANI et al., 2013; YANG et al.,
2014; ZOU et al., 2010). No contexto da resisténcia aos antibidticos, as bactérias
podem ser naturalmente resistentes a certos agentes, mas também podem obter ou
disseminar os genes de resisténcia horizontalmente, como por meio da troca genética
entre plasmideos, fagos lisogénicos e o cromossomo bacteriano (WOICICKI et al.,
2021). Estes mesmos mecanismos de trocas genéticas entre as bactérias podem
conferir vantagens adaptativas e selecionar caracteristicas que permitem o
crescimento e a sobrevivéncia de Salmonella no hospedeiro (ILYAS; TSAI; COOMBES,
2017; ROGERS; TSOLIS; BAUMLER, 2021).

Os fatores predominantes que determinam o potencial patogénico de
Salmonella estao diretamente relacionados com o0s mecanismos moleculares
envolvidos com a capacidade de invadir e replicar-se dentro das células do hospedeiro,
assim como resistir a destruicdo por componentes fagociticos ou componentes do
complemento plasmatico (DE MELO et al., 2021; LENITA MOURA, 2020; RIBEIRO TIBA-
CASAS et al., 2021). No cromossomo de Salmonella, existem locais especificos

chamados de llhas de Patogenicidade (IPSs), onde determinados genes ligados a
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infeccao estdo agrupados e os fatores de viruléncia sdo codificados. As IPSs codificam
diferentes fungdes, que, em grande parte dependem do contexto ambiental em que a
bactéria vive. Esses genes conferem vantagens para as bactérias, como adaptacdo a
célula hospedeira, resisténcia aos antimicrobianos e a capacidade de superar
mecanismos de defesa do hospedeiro (FOLEY et al., 2013; GAL-MOR; FINLAY, 2006;
ILYAS; TSAl; COOMBES, 2017; VAN ASTEN; VAN DIJK, 2005).

O controle de Salmonella em granjas de frango ndo é uma tarefa simples, em
funcdo da existéncia de muitas fontes possiveis de contaminag¢do, como vetores, racao
e agua, cama, transporte, pessoas (BAILEY et al., 2001). Nesse contexto, vale ressaltar
gue, medidas de biosseguridade sdo importantes para o controle do agente. Porém,
conhecer o perfil genético de Salmonella, contribui para melhor compreensdo das
caracteristicas do patégeno (WEBBER et al.,, 2019), assim como, entender a
epidemiologia dos sorovares é essencial para controlar e evitar a disseminacao
(FERRARI et al., 2019). Por esse motivo, o intuito dessa pesquisa foi avaliar os perfis
fenotipico e genotipico de viruléncia e de resisténcia aos antimicrobianos de S.
Thompson, visando estabelecer critérios para melhorar as estratégias de prevencao e

controle desta bactéria na cadeia avicola.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Etapainvitro
3.2.1.1 Selecdo e tipificacao dos isolados
Foram selecionadas 44 estirpes de Salmonella Thompson isoladas de diferentes
materiais, sendo 25 provenientes de suabes de arrasto de cama de avidrios, trés de
pool de érgaos de frangos, 15 de chifonetes de ambiente e uma de matéria prima de
racdes. As amostras foram provenientes de diversos setores da cadeia avicola de uma
empresa, entre o periodo de 2017 e 2021, dos estados do Parand, Santa Catarina e Sdo

Paulo.



https://sig.ifc.edu.br/sipac/protocolo/ds

As amostras foram recuperadas da colecdo de cepas dos laboratérios, onde
estavam conservadas em tubos criogénicos contendo meio de cultura Agar Infusdo
Cérebro e Coracao (BHI, Merk, Alemanha) e glicerol 10%, armazenadas a temperatura
de -20 ° C. Para ativacdo das cepas, as amostras foram repassadas do meio estoque
para caldo BHI (Merk, Alemanha) e incubadas a uma temperatura de 37 °C por 18 a 24
horas. Em seguida foram estriadas em &gar Hektoen (Merk, Alemanha), para
verificacdo da morfologia e pureza das col6nias. Os sorovares das 44 amostras foram
confirmados através da metodologia Premi®Test Salmonella, conforme descrito por

Wattiau et al., (2008).

3.2.1.2 Analise de susceptibilidade aos antimicrobianos (disco-difusao)

Os testes de susceptibilidade, bem como a comparacdo dos resultados com o
padrao dos relatérios, foram realizados de acordo com o Clinical and Laboratory
Standards Institute - Performance Standards for Antimicrobial Disk and Dilution
Susceptibility Tests for Bacteria Isolated from Animals (CLSI, 2018) e Comité de
I'Antibiogramme (CASFM, 2018). Foram avaliados 12 antimicrobianos em discos
(Oxoid, Reino Unido), sendo eles, Amoxicilina (10 pg), Canamicina (30 ug), Ceftiofur (30
ug), Colistina (50 pg), Enrofloxacina (5 pg), Fosfomicina (50 pg), Gentamicina (10 pg),
Neomicina (30 ug), Norfloxacina (10 ug), Sulfonamidas (300 ug), Tetraciclina (30 ug) e
Cloranfenicol (30 pg). Os discos foram dispensados sobre a placa de agar Mueller
Hinton apds a semeadura dos isolados, padronizados na turbidez de uma solucao
padrdo de escala McFarland 0,5, em duplicata. Em seguida, as placas foram incubadas
por 24h a temperatura de 36°C e por fim realizada a leitura dos halos formados para
analise de suscetibilidade. Escherichia coli ATCC 25922 foi usado como cepa de

controle para o desempenho do teste.

3.2.1.3 Analise de expressado génica de viruléncia e resisténcia aos antimicrobianos
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A caracterizagdao molecular dos isolados de S. Thompson foi realizada através
de RT-qPCR.

Foram realizadas analises qualitativas (presenca/auséncia) de cinco genes de
viruléncia, iron, sipA, IpfC, spvB (SKYBERG; LOGUE; NOLAN, 2006) e sopE (PRAGER et
al., 2003) e 6 genes de resisténcia a antibidticos tetA, tetB, tetC, (FONSECA et al., 2006)
sull, sul2 (RANDALL et al., 2004) e sul3 (BOERLIN et al., 2005). O gene 16sRNA foi
usado como gene de referéncia, sendo as seguintes sequéncias dos oligonucleotideos
utilizadas como primers 5 -CAGAAGAAGCACCGGCTAACTC-3’ (foward) e 5'-
GCGCTTTACGCCCCAGTAATT-3’ (reverse) (BOTTELDOOM et al., 2006). Os genes alvos

foram detectados através do uso de iniciadores (primers) descritos nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1: Primers para deteccdo de genes de viruléncia em Salmonella Thompson e

funcdo dos genes

Gene Sequéncia de Oligonucleotideos (5'-3') Fungdo gene
InfC F: GCCCCGCCTGAAGCCTGTGTTGC Invasdo células
R: AGGTCGCCGCTGTTTGAGGTTGGATA do hospedeiro
SopE F: ACACACTTTCCACGAGGAAGCG Sistema de
R: GGATGCCTTCTGATGTTGACTGG secregao tipo Il
iroN F: ACTGGCACGGCTCGCTGTCGCTCTAT Metabolismo
R: CGCTTTACCGCCGTTCTGCCACTGC ferro
SpiA F: CCAGGGGTCGTTAGTGTATTGCGTGAGATG Sobrevivéncia
R: CGCGTAACAAAGAACCCGTAGTGATGGATT macrofago
spvB F: CTATCAGCCCCGCACGGAGAGCAGTTTTTA Sobrevivéncia
R: GGAGGAGGCGGTGGCGGTGGCATCATA intracelular

Tabela 2: Primers para deteccdo de genes de resisténcia antimicrobianos em

Salmonella Thompson

Gene Sequéncia de Oligonucleotideos (5'-3') Resisténcia
tetA F: GCTACATCCTGCTTGCCTTC
R: CATAGATCGCCGTGAAGAGG
tetB F: TTGGTTAGGGGCAAGTTTTG Tetraciclinas
R: GTAATGGGCCAATAACACCG
tetC F: CTTGAGAGCCTTCAACCCAG

R: ATGGTCGTCATCTACCTGCC
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sull F: TCACCGAGGACTCCTTCTTC
R: AATATCGGGATAGAGCGCAG

sul2 F: CGGTCCGGCATCCAGCAATCC Sulfonamidas
R: CGAGAGCCACGACCGCGCC

sul3 F: GAGCAAGATTTTTGGAATCG

R:CATCTGCAGCTAACCTAGGGCTTGGA

As 44 estirpes de Salmonella Thompson foram recuperadas de acordo com o
descrito no item 3.2.1.1 e posteriormente submetidas a técnica RT-qPCR.

A extracdo total de RNAm foi realizada pela tecnologia de particulas magnéticas
para a purificacdo de acido nucleico, utilizando um aparelho de extracdo automatica
de acidos nucleicos (Indimag48, Indical Biosense, Alemanha) conforme procedimento
indicado pelo fabricante do Indimag® Pathogen Kit (Indical Biosense, Alemanha). O
RNA purificado foi analisado e quantificado utilizando um espectrofotémetro
NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos), consistindo na quantificacao
minima de 38 e maxima de 52 ng/ uL amostra, e na qualidade do RNAm livre de
proteinas.

Para a sintese do cDNA, a transcriptase reversa foi realizada conforme
procedimento descrito no kit QuantiTect SYBR Green RT-PCR (Qiagen, EUA). A
preparacao da reacdo foi feita usando 27 ng de RNA (5 uL), 10 pL de QuantiTect SYBR
Green RT-PCR Master Mix, 1 uL de cada primer, 3 uL agua livre de DNAse até um
volume total de 20 uL para cada reacdo. Com o cDNA obtido, a analise de deteccdo dos
genes ocorreu por qPCR no equipamento 7500 Fast Real-Time PCR System (Thermo
Fisher Scientific, Estados Unidos da América). Cada amostra foi realizada em triplicata.
As condicoes de amplificacdo para os genes foram conforme descrito no kit QuantiTect
SYBR Green RT-PCR: 50°C por 10 minutos para etapa de transcricdo reversa, 95°C por 2
minutos para etapa de ativacao inicial, 40 ciclos de desnaturac¢ao 95°C por 5 segundos,
anelamento e extensdo 60°C por 10 segundos. Finalizada a analise, foi realizada a
avaliacdo da curva de Melting. A distribuicdo das frequéncias da presenca ou nao dos

genes de resisténcia e viruléncia das estirpes avaliadas foram analisadas.
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3.2.1.4 Detec¢dao molecular e identificagdo dos genes de resisténcia a colistina e
betalactamicos pela técnica de microarranjo Check-MDR

Para esta analise, as estirpes de Salmonella Thompson foram recuperadas de
acordo com o descrito no item 3.2.1.1 e posteriormente submetidas a técnica de
Check-Points Check-MDR CT103XL de acordo com as recomendacdes do fabricante
(Check-Points B.V. Wageningen, Holanda).

A extragdo de DNA das amostras previamente isoladas foi realizada utilizando o
kit de extracdo manual QlAamp DNA mini kit (Qiagen, Alemanha), conforme

procedimento descrito abaixo.

3.2.1.4.1 Extragao de DNA

As etapas da extracdao manual do DNA consistiram nas etapas de lise, ligacao,
lavagem e eluicdo. A primeira etapa teve finalidade de lise celular para obtenc¢do do
DNA, entdo foi adicionado em tubo de 1,5 ml uma solucdo tampao de lise juntamente
com 20 pL de proteinase K e a amostra. Em seguida, a solucdo foi incubada a
temperatura de 562C por 30 a 60 minutos em termobloco. Apds esta etapa, foi
adicionado ao tubo 200 pL de solugdo tampao e 200 pL etanol absoluto. Todo o
volume foi transferido para a coluna disponibilizada pelo kit, onde ocorreu a ligacao
dos dacidos nucleicos a coluna. Em seguida foram realizadas lavagens para que os
contaminantes fossem removidos e somente os acidos nucleicos permanecessem na
coluna. Enfim, para a eluicdo da amostra foi adicionada a solugao o tampao de elui¢do
(500 ul) e o tubo foi incubado em temperatura de 15 a 25 °C por 5 minutos,

centrifugado e por fim o eluido obtido foi diluido cinco vezes em 4gua pura.

3.2.1.4.2 Check MDR — microarranjo

Os isolados de S. Thompson foram avaliados molecularmente pela técnica de

microarranjo, para os genes de resisténcia aos antimicrobianos betalactamicos e
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colistina (Tabela 3). A analise foi realizada de acordo com o protocolo recomendado no

manual do usuario do Check-MDR CT103XL (Check-Points B.V. Wageningen, Holanda).

Tabela 3: Genes de resisténcia antimicrobiana detectados pela técnica de microarranjo

Check-MDR CT103XL.

Carbapenamases
(bla)

ESBLs
(bla)

Minor ESBL AMPCs MCR

GES

GIM

IMP

KPC

NDM

OXA-23

OXA-24

OXA-48

OXA-58

VIM
SPM

CTX-M-1
group
CTX-M-1
subgroup
CTX-M-2
group
CTX-M-3
subgroup
CTX-M-8
group
CTX-M-9
group
CTX-M-15
subgroup
CTX-M-25
group
CTX-M-32
subgroup
TEM wt
TEM 104K
TEM 164C
TEM 164H
TEM 164S
TEM 238S
SHV wt
SHV 238A
SHV 238S
SHV 240K

BEL

GES

PER

VEB

ACC MCR 1-2
ACT/MIR

CMY I/MOX

CMY I

DHA

FOX

Legenda: ESBL: betalactamase de espectro estendido; AMPC: genes de
betalactamase tipo AmpC; MCR: resisténcia a colistina.

3.2.1.5 Analise de PFGE
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Foi realizada a analise de eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) para os
44 isolados, seguindo protocolo PulseNet, segundo Ribot et al (RIBOT et al., 2006), com
modificagBes. A restricdo do DNA foi realizada utilizando 10 U/uL da enzima Xbal por
amostra (Thermo Scientific) seguidos por PFGE, usando o sistema CHEF DR Ill Power
Module (Bio-Rad Laboratories, EUA). Uma cepa de Salmonella Braenderup H9812 foi
utilizada como padrdo. Os fragmentos de DNA foram submetidos a eletroforese em
géis de agarose a 1,2% (Bio-Rad,) com um tempo de comutagdo inicial de 2,2 s e um
tempo de comutacdo final de 63,8 s a 6 V/s por 22 h. Os géis foram corados em
brometo de etidio (1 pg/mL) e visualizados na cabine de luz ultravioleta modelo Pro-
tools, (Pré-andlise, Brasil).

As imagens foram capturadas pelo sistema de fotodocumentagdo L-PIX (Locus
Biotecnologia) e os padrdes de macrorrestricio calculados utilizando o software
Bionumerics versdao 7.6 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Bélgica). O dendograma
gerado foi analisado por agrupamento, comparando os padrdes de bandas usando o
método de grupos de pares ponderados com médias aritméticas (UPGMA). A

similaridade foi calculada pelo coeficiente de Dice com tolerancia de 1,5%.

3.2.2 Infeccdo experimental
3.2.2.1 Avaliacdo da patogenicidade

O projeto foi submetido para avaliacio do Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do IFC campus Araquari -SC, obtendo aprovacdo e sendo certificado com
numero de protocolo 375/2021.

Apds avaliacdo genotipica do PFGE, foram selecionadas cinco cepas, dos
clusters A, B, C, D e, para a avaliagcdo de patogenicidade. Foram utilizados 150 frangos
de corte de um dia de idade distribuidas em 6 isoladores de pressdao negativa,
temperatura do ambiente controlada e livres de Salmonella sp. O fornecimento de
racao e agua foi sem restricdes durante todo o periodo do experimento. Ao 5° dia de

idade, 5 grupos de frangos foram desafiados com 1 ml do inéculo contendo 1x108
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UFC/mL de seus respectivos isolados de S. Thompson, por via oral, diretamente no
papo, utilizando agulhas de gavagem. Um grupo de frango nao foi desafiado (controle
negativo). Foram coletadas amostras de papo, figado, baco e conteldo cecal aos 3, 7,
10, 17 e 24 dias pds-infeccdo (dpi) para isolamento e quantificacdo de S. Thompson em
placa utilizando a técnica de contagem de microgotas descrita por Miles e Misra
(MILES; MISRA; IRWIN, 1938). Fragmentos de papo, coracdo, figado, baco e ceco foram
coletados neste mesmo intervalo de tempo para avaliagdo histopatoldgica. Foram
coletadas amostras de suabes cloacais (1 suabe para 2 aves, totalizando 10 aves), no
dia do alojamento dos pintinhos e aos 6, 15, 21 e 23 dpi para deteccdao de S.

Thompson.

3.2.2.2 Andlises estatisticas

A contagem bacteriana foi analisada com o modelo geral linearizado (GENMOD)
com distribuicdo de Poisson considerando o efeito do tratamento (controle e cepas),
dos érgaos ( figado, baco, papo e intestino) e a interacdo entre tratamento e orgao
(tratamento x 6rgdo). Os efeitos principais de tratamento e d6rgdo, bem como suas
interacGes, foram avaliados a um nivel de significancia de 5% e as médias comparadas
pelo teste de Boferroni. A funcao de link utilizada foi a log. Os dados foram analisados
usando o software Statistical Analysis System (SAS Inst. Inc., Cary, NC, versdo 9.4). As
diferencas foram consideradas significativas quando P<0,05.
3.3 Resultados
3.3.1 Fendtipos de susceptibilidade antimicrobiana

A distribuicdo das frequéncias das respostas da andlise de sensibilidades das
estirpes frente aos antimicrobianos foi avaliada (Tabela 4). O nimero de isolados
sensiveis (81,82%) foi superior ao de isolados resistentes (18,18%). Em relacdo a
resisténcia intermediaria, houve um isolado para Enrofloxacino (2,27%), 11 isolados
para Neomicina (25%), 11 para Sulfonamidas (25%) e trés isolados para Tetraciclinas

(n=44; 6,82%). Foi observada resisténcia a compostos de duas classes de
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antimicrobianos, as sulfonamidas (15,91%) e as tetraciclinas (2,27%). Todos os
isolados foram suscetiveis a Amoxicilina, Canamicina, Ceftiofur, Colistina,

Enrofloxacina, Fosfomicina, Gentamicina, Neomicina, Norfloxacina e Cloranfenicol.

Tabela 4. Perfil de suscetibilidade dos isolados de Salmonella Thompson avaliados.

Principio ativo Sensivel Intermediario Resistente
Amoxicilina 44 0 0
Canamicina 44 0 0
Ceftiofur 44 0 0
Colistina 44 0 0
Enrofloxacino 43 1 0
Fosfomicina 44 0 0
Gentamicina 44 0 0
Neomicina 33 11 0
Norfloxacino 44 0 0
Sulfonamidas 26 11 7
Tetraciclina 40 3 1
Cloranfenicol 44 0 0

Além disso, um isolado (2,22%) foi resistente a dois compostos, sulfonamida e
tetraciclina.

Quando avaliado o percentual de cepas resistentes em cada setor da cadeia,
observa-se maior resisténcia no setor de frango de corte (4,35% para tetraciclina e
17,39% para sulfonamida) em comparacao com o setor dos Incubatérios (16,67% para
sulfonamida) e matrizes (11,11% para sulfonamida).

3.3.2 Expressdo génica

Seis genes (tetA, tetB, tetC, sull, sul2 e sul3) que codificam resisténcia a duas
classes de antimicrobianos (Tetraciclinas e Sulfonamidas) foram detectados por RT-
gPCR. A presenca ou auséncia dos genes nas amostras testadas esta discriminada na
Tabela 5. Os genes de resisténcia a tetA, sull e sul2 estavam presentes na maioria das
amostras (97,73%, 79,55% e 86,36%, respectivamente). A presenca do gene sul3 nao

foi detectada em nenhuma amostra.
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Tabela 5: Presenca ou auséncia dos genes de resisténcia antimicrobianos nos isolados

de Salmonella Thompson.

A . S. Thompson
Genes de resisténcia —aa %
tetA 43 97,73
tetB 6 13,64
tetC 19 43,18
sull 35 79,55
sul2 38 86,36
sul3 0 0

Os genes de viruléncia iron, spiA, IpfC, spvB e sopE foram detectados por RT-
gPCR. A frequéncia de deteccdo de cada genes nas amostras testadas estd
discriminada na Tabela 6.

Do total de 44 amostras, 26 (59,09%) apresentaram um ou mais genes de
viruléncia, sendo que 15 (34,09%) apresentaram pelo menos um gene, 9 (20,45%)

apresentaram 2 genes e 2 (4,55%) apresentaram 3 genes de viruléncia.

Tabela 6: Frequéncia detec¢do genes de viruléncia S. Thompson

Frequéncia de genes de S. Thompson
viruléncia n=44 %
iroN 20 45,45
IpfC 8 18,18
sopE 6 13,64
SpiA 4 9,09
spvB 1 2,27

3.3.3 Deteccdo Molecular e Identificacdo de genes de resisténcia a
carbapenemase, colistina e beta lactamicos

Em relacdo a analise da deteccdo molecular e identificacdo dos genes pela
técnica de microarranjo Check-MDR CT103XL, foi encontrada uma estirpe com
resisténcia ao gene CTX-M-1, da classe dos antibidticos ESBL e uma estirpe resistente

ao gene blaoxa-as, da classe de antimicrobianos carbapenémicos.
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3.3.4 Analise de PFGE

Foi realizado a tipagem molecular dos isolados pela técnica de PFGE. O
dendrograma gerado se encontra na Figura 1. Observa-se que houve pouca
variabilidade genética entre os 44 isolados, formando 5 padrées de PFGE nao clonais.
Dos 5 padrdes, os clusters C, D e possuem apenas um isolado. O cluster A possui 11

isolados clonais e o cluster B possui 30 isolados clonais.
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Figura 1: Dendrograma com padroes de bandas obtidas pelo PFGE aplicado em

isolados de Salmonella Thompson.
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3.3.5 Avaliacdo da patogenicidade

3.3.5.1 Excregao cloacal

Em relacdo a excrecdo da S. Thompson via cloaca, observou-se que a excrec¢ao
foi maior no 6° dia pds infeccdo (95,65%) considerando todas as estirpes inoculadas, e
no 232 dpi houve um decréscimo de 25,65%.

Em relacdo a excrecdo da S. Thompson, considerando todo o periodo do
desafio, observou-se que a estirpe A teve um percentual maior de excregao (94,12%) e
a estirpe B teve um percentual menor de excrecdo (78,95%), sendo que as estirpes C, D

e E tiveram o mesmo percentual de excrecao (88,84%).

3.3.5.2 Isolamento em 6rgaos
Observou-se que o percentual de recuperacdao da S. Thompson foi maior no
intestino, onde foi recuperada em todos os dias pds infeccdo e de todos os grupos de

frangos avaliados, seguido do papo, baco e figado, respectivamente, conforme

demostrado na Figura 2.
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Figura 2: Percentual de recuperacdo das estirpes inoculadas em frangos por dia pds

infeccdo e por érgao avaliado.
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Em relacdo a contagem da carga bacteriana, os resultados se encontram na

Tabela 7.

Tabela 7: Quantificacdo da carga bacteriana no 392, 72, 109, 172 e 242 dia pds infeccao

em 6rgaos

Tratamento - Orgdo - Média DP
Baco Figado Papo Intestino
Dia 3
Controle 0aA 0aA 0aC 0aB 0 -
Cepal ObA ObA 1,83bABC  7,83aA 2,42 3,50
Cepa 2 0,40bA ObA 0,69bBC 7,83aA 2,23 3,44
Cepa3 0,86bA 0,86bA 4,13abAB  7,10aA 3,24 3,15
Cepa 4 1,79bA 1,11bA 2,55bABC  8,28aA 3,43 3,20
Cepa 5 1,80bcA OcA 4,61abA 6,63aA 3,26 3,13
Média 0,80 0,32 2,31 6,28
DP 1,65 0,88 2,38 3,06
Pr>F
Tratamento <0,001
x 6rgao
Dia 07
Controle 0aA 0aA 0aA 0aB 0 -
Cepal 0,46bA 0,40bA  1,32bA 7,19aA 2,34 3,10
Cepa 2 0,52cA 0,69cA  3,86bA 7,87aA 3,18 3,34
Cepa3 0,86CcA OcA 3,05bA 7,67aA 2,89 3,19
Cepad 2,33bA  1,57bA  1,26bA 7,48aA 3,10 2,83
Cepa 5 1,91bA ObA 3,46abA 7,58aA 3,23 3,54
Média 1,01 0,40 2,15 6,26
DP 1,68 0,95 2,37 2,87
Pr>F
Tratamento 0,002
x 6rgdo
Dia 10

Controle 0aA 0aA 0aA 0OaB 0 -
Cepal 0,40bA 0,40bA  1,76bA 7,76aA 2,57 3,66
Cepa 2 0,91cA OcA 3,52bA 6,61aA 2,75 2,87
Cepa3 0,96bA ObA 1,16bA 8,23aA 2,58 3,50
Cepa 4 1,31bA 0,40bA  1,38bA 6,05aA 2,28 2,72
Cepa 5 0,40bA 0,56bA  0,86bA 8,0aA 2,45 3,41
Média 0,66 0,22 1,44 6,10A
DP 1,29 0,69 2,05 3,05
Pr>F
Tratamento 0,067

x orgao
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Dia 17
Controle 0aA 0aA 0aB 0aB 0 -
Cepal 0,40bA 0,40bA 0,80bAB 4,84aA 1,61 2,67
Cepa 2 1,01bA ObA 2,16bA 7,04aA 2,55 3,23
Cepa3 1,74bcA OcA 2,32bA 7,91aA 2,99 3,17
Cepa 4 OcA OcA 2,20bA 6,94aA 2,28 2,92
Cepa 5 0,8bA ObA 1,2bAB 7,02aA 2,25 2,96
Média 0,65 0,06 5,62 1,44
DP 1,15 0,36 3,26 1,16
Pr>F
Tratamento <0,001
x 6rgao

Dia 24
Controle 0aA 0aA 0aA 0aA 0 -
Cepal 0,8aA 0,4aA 0aA 3,10aA 1,07 2,40
Cepa 2 0,86aA  0,4aA 0,97aA 3,90aA 1,53 2,39
Cepa 3 0,99aA 0,46aA  0,40aA 2,95aA 1,20 2,31
Cepad 1,36aA 0,4aA 0,73aA 4,38aA 1,71 2,65
Cepa 5 0aA 0aA 2,71aA 1,46aA 1,04 2,56
Média 0,66 0,27 0,80 2,63
DP 1,04 0,71 1,88 3,55
Pr>F
Tratamento <0,001
x 6rgdo

Pr>F: probabilidade, DP: desvio padrdo. Letras maiusculas diferentes na coluna
e letras minusculas diferentes na linha diferem pelo teste de Bonferroni a 5%
(P<0,05).

Observou-se maiores cargas bacterianas para intestino em relacdao aos demais
6rgdos analisados em todas as cepas analisadas no 32, 72, 102 e 172 dpi. No 32 dpi as
maiores cargas encontradas foram no papo (cepa 3 e cepa 5) e no 172 dpi no papo
(cepa 2, cepa 3 e cepa 4). No 72, 102 e 242 dpi ndo houve diferenca estatistica na

guantificacdo de carga bacteriana entre as diferentes cepas.

3.3.5.2 Alteragbes microscopicas:
As coletas para a analise histopatoldgica ocorreram conforme descrito no item
3.2.2.1 e as alteragBes microscopicas induzidas pelas estirpes de S. Thompson foram

observadas principalmente em figado e tonsilas cecais (Tabela 8).
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Tabela 8: Lesdes microscépicas observadas em frangos experimentalmente infectados

por Salmonella Thompson.

Dias pés- Papo Figado Bago Coragao Tonsilas
inoculagao cecais
3 DPI Descamacdo Infiltrado N.D.N N.D.N N.D.N
epitelial inflamatodrio
discreta mononuclear
periportal
7 DPI N.D.N N.D.N N.D.N Hemorragia Hemorragia
leve no focal leve a
endocardio moderada
10 DPI N.D.N Dissociagao Serosite Hemorragia Abscessos
dos heterofili leve dentro de
hepatécitos e ca leve criptas grau
edema leve,
multifocal serosite
leve mista
multifocal
leve e tiflite
de origem
bacteriana
17 DPI Severa Colangiohepa N.D.N Hemorragia N.D.N
adesdo de tite leve
bastonetes heterofilica
ao epitélio leve
24 DPI N.D.N Colangiohepa N.D.N N.D.N Hemorragia
tite discreta focal leve
multifocal
leve

Legenda: N.D.N: nada digno de nota.

No 3¢ dpi, foi encontrado Infiltrado inflamatdrio mononuclear periportal no
figado e descamacdo epitelial discreta no papo de duas aves do grupo trés. Neste
mesmo periodo, descamacdo epitelial discreta no papo foi encontrada em todas as
aves do grupo quatro. No 72 dpi, foi encontrado hemorragia focal leve em tonsilas
cecais de duas aves do grupo um. Em uma ave do grupo dois foi observado hemorragia

focal moderada em tonsilas cecais e hemorragia leve no endocardio em uma ave do
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grupo trés. No 102 dpi, foi observado dissociacdo dos hepatdcitos e edema multifocal
leve no figado e serosite heterofilica leve no bago de uma ave do grupo trés. As lesdes
encontradas nas tonsilas cecais dessa mesma ave foram abscessos dentro de criptas
grau leve, serosite mista multifocal leve e tiflite de origem bacteriana. Em uma ave do
grupo trés e outra do grupo cinco, foi observado hemorragia leve no endocardio. No
179 dpi foi observado colangiohepatite heterofilica leve no figado de uma ave do grupo
dois e severa adesdo de bastonetes ao epitélio do papo em uma ave do grupo um.
Também observado hemorragia leve no endocdrdio em uma ave do grupo quatro. No
242 dpi foi encontrado colangiohepatite discreta multifocal leve no figado de uma ave
do grupo quatro e hemorragia focal leve em tonsilas cecais em duas aves do grupo um

e duas aves do grupo dois.

3.4 Discussao

Compreender o efeito da resisténcia adquirida na fisiologia bacteriana é
relevante para o desenvolvimento de estratégias mais precisas para combater
infecgdes (MARTINEZ; ROJO, 2011). No contexto da resisténcia aos antibidticos, os
genes podem ser obtidos ou disseminados horizontalmente, por meio da troca
genética entre o plasmideo e o cromossomo bacteriano. A integracdo desses genes
dentro dos elementos genéticos especializados desempenham importante papel na
aquisicdo e disseminacao genética (NABI, 2017).

Apds andlise dos resultados do teste de disco difusdo, a andlise de expressao
génica foi direcionada para os genes sull, sul2, sul3, tetA, tetB e tetC, referentes aos
principios ativos sulfonamida e tetraciclina, os quais a resisténcia fenotipica foi
observada.

Os perfis genotipico e fenotipico de resisténcia a sulfonamida e a tetraciclina ndo
foram 100% concordantes, ou seja, todas estirpes apresentaram resisténcia genotipica
a pelo menos um gene de cada classe de antimicrobianos testado, porém no teste

fenotipico a grande maioria (81,82%) das estirpes foram sensiveis a estes compostos.
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Na maioria das vezes, a resisténcia se expressa em todas as células da populacdo
bacteriana. Porém, em alguns casos, o fenétipo de resisténcia é expresso apenas por
algumas células de uma populacdo bacteriana clonal (fendmeno denominado
heterorresisténcia). Esse resultado possivelmente pode ser explicado pela
heterorresisténcia de Salmonella. Essa subpopulacdo pode ser o resultado de raros
mutantes resistentes que aumentam em frequéncia ao longo do tempo, ou das
subpopulacdes distintas (sensivel e resistentes) que alternam fenotipicamente mesmo
na auséncia de antibioticos (BAKKAREN et al, 2020). A subpopulagdo, aparentemente
isogénica, pode exibir uma gama de suscetibilidade a um antimicrobiano especifico. A
bactéria pode possuir o gene relacionado a resisténcia, mas nem todas o expressam
fenotipicamente da mesma maneira (EL-HALFAWY; VALVANO, 2015).

Além disso, outro fator que pode estar relacionado a essa ndo correlacdo é a
resisténcia transitéria e reversivel ligada ao estado fisiolégico da bactéria frente a
ambientes desfavordveis ou de estresse. O estudo dos mecanismos de resisténcia
fenotipica é relevante para compreender as razdes das falhas terapéuticas frente as
bactérias classificadas como sensiveis (CORONA; MARTINEZ, 2013).

Ainda em relacdo a resisténcia fenotipica, apenas uma estirpe foi resistente a 2
compostos, porém, nao foi classificado como Multi Droga Resistente (MDR), pois para
isso deveria exibir resisténcia a trés ou mais classes antimicrobianas (MAGIORAKOS et
al., 2012). De acordo com relatos dos estudos de Lestari et. al (2009) e Shah et. al
(2017) os dados sugerem que é improvavel que MDR seja comum entre S. Thompson
isoladas de frangos dos Estados Unidos, corroborando com os dados do presente
estudo.

Em relacdo a andlise da deteccdo molecular e identificacdo dos genes pela
técnica de microarranjo Check-MDR CT103XL, foi encontrada uma estirpe com
resisténcia ao gene blacrx-m-1 do tipo de resisténcia ESBL e uma estirpe resistente ao
gene blaoxa-as, do tipo de resisténcia a carbapenemase. A estirpe ESBL também foi a

Unica que foi observada a presenca dos trés genes de resisténcia as tetraciclinas tetA,
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tetB e tetC. O resultado do presente estudo corrobora com De Jong et al., (2014) assim
como Valentin et al. (2014). Estes autores identificaram que a maioria das bactérias
ESBL em frangos sdo E. coli e Salmonella spp., sendo que o gene de resisténcia do tipo
ESBL mais frequentemente detectado em frangos é o gene blacrx-m. Uma alta
similaridade foi observada entre os plasmideos que codificam blacrx-m-1 isolados de E.
coli e Salmonella spp. de origem avicola, o que leva a crer na capacidade que as
bactérias tem em transferir genes que codificam essa resisténcia (SALIU; VAHIEN;
ZENTEK, 2017). Este mesmo gene foi detectado pela técnica do microarranjo aplicada
no presente estudo.

Nos resultados obtidos a partir do dendrograma gerado, foram identificadas
cinco fazendas com a distribuicdo de estirpes em diferentes clusters, sendo trés
fazendas com estirpes em dois clusters distintos e duas fazendas com estirpes em trés
clusters distintos. Esse achado pode ser resultado de mutacdo genética sofrida pela S.
Thompson a fim de se adaptar em diferentes condicdes ambientais (ILYAS; TSAIl;
COOMBES, 2017). Portanto, analises como o sequenciamento do genoma completo
sao necessarias para confirmar essa hipotese.

As estirpes alocadas nos cluster A, B, C e D, possuem similaridade genética
menor que 90%. Observou-se também que a amostra alocada no cluster E é a que
possui maior variabilidade genética (similaridade 57,1% em relacdo aos clusters A e C,
60% em relagdo ao cluster B e 50% em relagdo ao cluster D). O agrupamento B é o que
se destaca por possuir maior numero de isolados (65,91%) obtidos em diferentes
datas, materiais e localiza¢ao geografica, sendo alguns pertencentes a mesma granja,
outros ndo.

Considerando a alta similaridade genética entre as estirpes dos clusters A,B,C e
D, considera-se a possibilidade de disseminacdao de um mesmo clone de S. Thompson
pela cadeia agropecuaria. Esses dados corroboram com estudo epidemiolédgico de
Bailey et al (2001), onde S. Thompson foi um dos sorotipos mais identificados no

estudo, principalmente no incubatdrio seguido de amostras de fezes, cama e suabe de
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arrasto, indicando que a colonizacdo de pintinhos com esse sorotipo provavelmente
ocorreu no incubatério, demonstrando a capacidade de disseminagao do agente.

Os fatores de viruléncia sdao codificados por varios genes e podem estar
localizados no préprio cromossomo da bactéria. Essas moléculas podem estar
presentes nas chamadas ilhas de patogenicidade, ou em elementos genéticos médveis
(BERTELLI et al., 2017; VAN ASTEN; VAN DIJK, 2005). As IPSs codificam diferentes
func¢des, que, em grande parte dependem do contexto ambiental em que a bactéria
vive (GAL-MOR; FINLAY, 2006). No pan-genoma de Salmonella existem 21 ilhas
gendbmicas apontadas como IPSs. Destes, IPS-1 e IPS-2 foram amplamente
caracterizados. Uma das funcbes da IPS-1 é a invasdo das células epiteliais no trato
intestinal, enquanto da IPS-2 esta envolvida com a sobrevivéncia em macréfagos e
disseminacdo sistémica (ILYAS; TSAI; COOMBES, 2017).

E amplamente divulgado que quando esses genes estdo presentes e
especialmente quando a expressdao génica é induzida, eles conferem uma série de
vantagens as bactérias como adaptacdo a célula hospedeira, resisténcia aos
antimicrobianos e a capacidade de superar mecanismos de defesa do hospedeiro
(COHEN et al., 2020; GAL-MOR; FINLAY, 2006; ILYAS; TSAl; COOMBES, 2017).

Os genes de viruléncia fimbrial desempenham um papel importante na
patogenicidade bacteriana, uma vez que promovem a ligacdo bacteriana as células
epiteliais intestinais (enterdcitos) (BAHRAMIANFARD et al., 2020; VAN DER VELDEN et
al., 1998). No presente estudo, foram analisados os genes fimbriais IpfC, onde 18,18%
(oito amostras) apresentaram o gene (Tabela 6). No estudo de Skyberg, Logue e Nolan,
(2006), os genes IpfC e sifA foram encontrados com frequéncia maior que 80% em
isolados de aves.

A proteina SopE, é uma proteina efetora secretadas por T3SS que desempenha
um papel parte importante na fase sistémica da infeccdo por Salmonelose (RODER;
HENSEL, 2020; VAN ASTEN; VAN DIJK, 2005). A SopE demonstrou estar envolvido em

rearranjos do citoesqueleto de actina e no enrugamento da membrana. Como fator de
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viruléncia frequentemente transferido por bacteriéfagos, o gene sopE é codificado na
IPS-I e foi identificado em isolados envolvidos em grandes epidemias (FOLEY et al.,
2013; RODER; HENSEL, 2020). Em estudo realizado por Rahman et al, (2004), o gene
sopE parece ser distribuido e conservado entre apenas alguns sorovares de Salmonella
(Enteritidis, Gallinarum e Virchow). Em outro estudo, todas os sorovares de Salmonella
Enteritidis isolados de humanos, aviarios, galinhas e ovos, testaram positivo para sopkE,
o que pode indicar sua importancia na patogénese (HAN et al., 2013). Esses achados
corroboram com o presente estudo, em que esse gene foi detectado em 13,64% (n=6)
das estirpes de S. Thompson testadas (Tabela 6). A estirpe do grupo 2, referente ao
cluster C no PFGE, apresentou o gene de viruléncia sopE. Além disso foi uma das
estirpes mais recuperada em érgaos do estudo in vitro.

A fim de avaliar a taxa de sobrevivéncia dentro das células, o seguinte gene foi
investigado em nosso estudo: spiA. Esse gene constitui o SST3 e exporta proteinas que
permitem a sobrevivéncia de Salmonella dentro das células fagociticas, modificando os
fatores do hospedeiro necessarios para a fusdao entre fagossomo e lisossomo (ELDER et
al., 2016; HANSEN-WESTER; HENSEL, 2001; ILYAS; TSAlI; COOMBES, 2017). Em nosso
estudo, 9,09% (n=4) das estirpes testadas apresentaram este gene, ao contrario dos
achados de Han et al. e Webber et al., em que encontraram a presenca do gene em
99,09% e 95,02% respectivamente nas amostras testadas de S. Enteritidis e S.
Heidelberg respectivamente.

Apenas um isolado de S. Thompson apresentou o gene spvB (2,27%). Este gene
é de origem plasmidial, esta associado ao plasmideo de viruléncia de Salmonella e é
responsavel pela manutencdo e sobrevivéncia bacteriana dentro da célula (SKYBERG;
LOGUE; NOLAN, 2006). A baixa frequéncia desse gene pode ser explicada, uma vez que
a presenca de plasmideos em Salmonella esta intimamente relacionada ao sorotipo
envolvido. Sua deteccdo é mais comum no sorotipo Enteritidis (HAN et al., 2013;

SKYBERG; LOGUE; NOLAN, 2006).
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No presente estudo, investigamos o gene associado ao metabolismo do ferro,
iroN. Salmonella sp. encontra diferentes desafios ambientais durante as interagdes
com as células do hospedeiro, incluindo ofertas limitadas de ferro dentro das células.
O ferro ndo é apenas um fator de crescimento essencial para muitas bactérias
patogénicas, mas também serve como um elemento de sinalizagdo que regula varios
genes, incluindo genes associados a viruléncia (KHAJANCHI et al., 2019; RATLEDGE;
DOVER, 2000). Dos isolados de S. Thompson analisados, 45,5% apresentaram o gene
em questdo, o que corrobora com estudos de Johnson et al., (2010), onde o gene iroN
foi encontrado em plasmideos comuns detectados em E. coli patogénica avidria e
certos sorotipos de Salmonella que estdao presentes em frangos, incluindo Kentucky,
Heidelberg e Typhimurium.

Na avaliacdo fenotipica de resisténcia a antimicrobianos, a cepa 3, pertencente
ao cluster E no PFGE, apresentou resisténcia a sulfonamida e tetraciclina, bem como os
genes de resisténcia tetA, tetB, sull e sul2, resultando no perfil fenotipico e genotipico
concordantes, diferente das demais estirpes avaliadas. Essa mesma estirpe
demonstrou ser a mais invasiva quando comparada as outras estirpes, baseado nas
lesdes microscopicas relatadas e dados apresentados na Tabela 8. Porém, em relacdo
aos genes de viruléncia, essa cepa n3o apresentou nenhum dos genes estudados. E
possivel que a patogenicidade da bactéria em questdo possa ser explicada por outros
genes ndo avaliados neste experimento, visto que ha diversos genes que contribuem

para as caracteristicas de viruléncia na patogénese das infec¢des por Salmonella.

3.5 Conclusdo

A maioria das estirpes de S. Thompson apresentou alta similaridade no PFGE, e
isso pode ter sido originado de um mesmo clone que se disseminou. Foram
encontradas estirpes alocadas em clusters diferentes provenientes de mesmas origens

produtivas, o que sugere que a S. Thompson pode ter sofrido mutacgdes.
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Todas as estirpes testadas expressaram dois ou mais genes de resisténcia a
antimicrobianos, entre eles tetA e sul2. O perfil fenotipico em relagdo aos antibidticos
testados apresentou uma estabilidade entre as estirpes analisadas, além disso ndo
houve correlacdo direta com a expressao de genes de resisténcia, concluindo-se que a
resisténcia ou a sensibilidade fenotipica para esse sorovar pode estar ligada a um
fendbmeno intrinseco nao-hereditario e transitério.

A maioria das estirpes testadas apresentou pelo menos um gene de viruléncia,
sendo o gene iron o mais frequente. S. Thompson foi capaz de invadir drgdos e
colonizar o intestino, provocando lesdes microscépicas como descamacgao e adesdo de
bastonetes ao epitélio do papo e hemorragia em tonsilas cecais de algumas aves.

Além disso, indicamos a ocorréncia de isolados de S. Thompson portadores de
genes de resisténcia a antimicrobianos em amostras oriundas da cadeia avicola
brasileira pela primeira vez. Portanto, por questdes de salde publica e de vigilancia
continua, demonstra a importancia do uso de andlises moleculares como ferramentas

auxiliares nas estratégias de controle deste patégeno na cadeia de frangos.
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4 CONSIDERAGOES FINAIS

O conhecimento sobre um sorotipo especifico de Salmonella e de seu perfil
genético permitem um melhor entendimento das particularidades deste. Estirpes de
mesma origem alocadas em clusters distintos sugerem que a S. Thompson possa ter
sofrido mutag¢des. Andlises como o sequenciamento do genoma completo sdo
necessarias para confirmar essa hipotese.

As informacgOes geradas nesse estudo auxiliam e aprimoram as estratégias de
controle de Salmonella na cadeia avicola, mostrando a necessidade, por questdes de
saude publica e de vigilancia continua, o uso de analises moleculares como
ferramentas auxiliares nas estratégias de controle deste patdgeno na cadeia de

frangos.
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MINISTERIO DA EDUCACAO
INSTITUTO FEDERAL
CATARINENSE
ARAQUARI - COORD ENSINO
SUPERIOR

CERTIFICADO N°430/2021 - CGES/ARA (11.01.02.39)

N°do Protocolo: 23349.002915/2021-57
Araquari-SC, 21 de julho de 2021.

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DO INSTITUTO FEDERAL
CATARINENSE, CAMPUS ARAQUARI

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Avaliagio genotipica,
fenotipica e de patogenicidade de  isolados de  Salmonella
Thompson na industria avicola." de protocolo niimero "375/2021
" sob a responsabilidade de '"Alessandra Farias Millezi" que
envolve a utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata(exceto o homem), para fins de Pesquisa encontra-
se de acordo com ospreceitos da Lei no 11.794 de 08 de Outubro de
2008, do Decreto 6.899de 15 de Julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagédo
Animal (CONCEA) e foi aprovado pelaComissdo de Etica no Uso
de Animais IFC-Araquari em reunido de "16/06/2021".

Vigéncia do projeto: 23/08/2021 a 25/07/2022

Espécie/Linhagem: Aves/Leghorn Branca

N° de Animais: 125 animais

Peso/Idade: 45g / 1 dia

Sexo: 125 machos

Origem: Laboratodrio de Saude Animal da Seara
Alimentos deNuporanga-SP




OBS:

Em caso de ndo execuciio do projeto, deve ser solicitada a retirada do
mesmoem até 60 dias apds a emissido do parecer conforme orientacio
disponivel em http://araquari.ifc.edu.br/ceua/

60 dias apods a execucdo do projeto, deve ser submetido
relatorio final para avaliacio do comité conforme

regimento do CEUA Artigo 25 §4:

§ 4°. O proponente de um projeto/protocolo deve, ao final da
execucdo do mesmo, encaminhar a CEUA/IFC o relatério final
contendo informacgbes basicas baseando-se nos itens descritos no
formulario de submissdo. O ndo envio de relatérios de
projetos/protocolos ja concluidos implicara na nao aprovagdo de
novos projetos/protocolos do mesmo proponente.

Elizabeth Schwegler
Médica Veterinaria (CRMV/RS 10058)
Prof. EBTT (Siape n° 1046884)

Coordenadora da Comissio de Etica no Uso de Animais do
[FC - Campus Araquari
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