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Resumo

OLIVEIRA, Fernanda Arboite de. Caracterizagcao de Salmonella Enteritidis
isoladas de alimentos e de humanos por susceptibilidade a antimicrobianos,
PCR-ribotipificagcdo e Eletroforese de Campo Pulsado (PFGE). 2009. 115f. Tese
(Doutorado) — Programa de Pd6s-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Salmonella é um dos principais agentes de doengas de origem alimentar em todo o
mundo. No Estado do Rio Grande do Sul, Brasil, esse microrganismo foi identificado
como o principal agente causal dos surtos de doengas transmitidas por alimentos
nos ultimos anos. O Laboratorio Central do Estado (LACEN/RS) tem coletado
isolados de Salmonella enterica subsp. enterica (S.) sorotipo Enteritidis (S.
Enteritidis) a partir de alimentos envolvidos nos surtos e de amostras clinicas de
individuos acometidos por salmonelose, porém, ndo ha estudos comparando as
cepas isoladas de alimentos com as isoladas de material clinico humano. Este
estudo teve como objetivo caracterizar S. Enteritidis isoladas de alimentos (n = 152),
sangue (n = 12) e fezes (n = 68) no periodo de 1999 a 2006 e investigar a relagcao
clonal entre S. Enteritidis envolvidas em surtos alimentares ocorridos no Rio Grande
do Sul (RS). As cepas foram submetidas ao teste de susceptibilidade a
antimicrobianos e as analises moleculares de PCR-ribotipificacdo e macrorestricao
por Xba I e Eletroforese de Campo Pulsado (Pulsed-field gel eletrophoresis - PFGE).
Para confirmar a relagdo clonal, um fragmento gerado por PCR-ribotipificacdo foi
sequenciado em 26 cepas isoladas de alimentos escolhidas aleatoriamente.
Verificou-se que uma cepa especifica de S. Enteritidis ou cepas estreitamente
relacionadas estiveram envolvidas nos surtos e casos de salmonelose ocorridos no
RS no periodo do estudo. Altas taxas de resisténcia a ampicilina e ao acido
nalidixico foram encontradas. S. Enteritidis isoladas de alimentos e de humanos
provenientes de diferentes regides geograficas foram agrupadas em um perfil
comum de resisténcia. Todas as cepas demonstraram perfis semelhantes de PCR-
ribotipificacdo, sendo que o perfil predominante R1 agrupou 47,5% das cepas de
origem humana (sangue e fezes) e 94,7% das cepas de alimentos. Um perfil de
PFGE (P1) foi prevalente tanto nas cepas isoladas de alimentos (92,8%) quanto
entre aquelas isoladas de individuos acometidos por salmonelose (96,25%). Os
resultados indicam que uma cepa predominante de S. Enteritidis foi responsavel
pelos surtos de salmonelose no RS, entre os anos de 1999 e 2006.

Palavras-chave: Salmonella Enteritidis, PFGE, PCR-ribotipificacdo, resisténcia a
antibidticos, salmonelose, doengas de origem alimentar



Abstract

OLIVEIRA, Fernanda Arboite de Characterization of Salmonella Enteritidis
isolated from foods and human samples based on antibiotic susceptibility
testing, PCR-ribotyping, and Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE). 2009.
115f. Tese (Doutorado) — Programa de Pdés-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia
Agroindustrial. Universidade Federal de Pelotas,

Salmonella is one of the principal agents of food-borne diseases transmitted all over
the world and in the State of Rio Grande do Sul, Southern Brazil, this microorganism
has been identified as the principal agent of food-borne outbreaks in the last years.
Central Laboratory of RS has sampled many isolates of S. Enteritidis from foods
involved in outbreaks and from human origin, however there is no study comparing
food samples with human samples. This study aimed to characterize Salmonella
enterica subsp. enterica (S.) serovar Enteritidis isolated from food (n=152), blood
(n=12) and feces (n=68) and investigate the clonal relationship among S. Enteritidis
involved in foodborne outbreaks occurred in Rio Grande do Sul State (RS), Southern
Brazil. The isolates were submitted to antimicrobial susceptibility testing, PCR-
ribotyping, and Xbal macrorestriction Pulsed Field Gel Eletrophoresis (PFGE). To
confirm the clonal relationship, a PCR-ribotyping amplicon was sequenced in 26
randomly chosen S. Enteritidis typed. The results indicate that a strain S. Enteritidis
or a very closely related clone of this microorganism was involved in salmonelosis
outbreaks occurred in RS. To confirm the clonal relationship, a PCR-ribotyping
amplicon was sequenced in 26 randomly chosen S. Enteritidis isolated from foods
typed. High rates of ampicilin and nalidixic acid resistance were found. Strains
isolated from foods and humans sources collected in different geographic regions of
RS clustered together and presents a common resistance profile. All strains
demonstrated similar PCR-ribotyping patterns, being that the predominant profile R1
grouped 47.5% of the human strains (blood and feces) and 94.7% of food strains.
One PFGE profile (P1) was found in the majority of the food strains (92.8%) and
humans strains (96.25%). The results indicate that a specific strain of S. Enteritidis
was isolated from foods and humans involved in salmonellosis outbreaks occurred in
Southern Brazil.

Key-words: Salmonella Enteritidis, PFGE, PCR-ribotyping, antimicrobial resistance,
salmonelosis, foodborne disease
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1 Introdugao geral

As Doencgas Transmitidas por Alimentos (DTA) constituem um dos maiores
problemas de saude publica no mundo devido ao elevado numero de casos
registrados anualmente e aos custos associados ao tratamento dessas doengas.

Embora haja subnotificagdo, um expressivo aumento no registro destas
enfermidades tem ocorrido em diversos paises. Somente em 2005, 1,8 milhdes de
pessoas morreram de diarréia em todo o mundo e alimentos ou agua contaminados
foram as principais causas citadas (PRIETO et al., 2009). Salmonella sp. tem sido
apontada como o principal agente causal nessas doengcas (MEAD et al., 1999;
VALDEZATE et al., 2007), sendo que o numero de surtos registrados envolvendo
sorotipos de Salmonella, principalmente S. Enteritidis e S. Typhimurium, tem
aumentado paulatinamente ao longo das Uultimas trés décadas (HERIKSTAD;
MOTARJEMI; TAUXE, 2002; WALLACE et al., 2000).

O género Salmonella agrupa varios sorotipos estreitamente relacionados,
muitos dos quais sdo potencialmente patogénicos para o homem e para os animais.
As caracteristicas epidemiologicas das cepas de Salmonella sp. envolvidas em
surtos, tais como: sorotipo, susceptibilidade a antimicrobianos, emergéncia de
padrées de multiresisténcia e perfil genotipico sdo muito importantes nos estudos
epidemiologicos dos surtos (LEE et al., 1994, TASSIOS et al., 1997, MURESU et al.,
2001, BOUVET et al.,, 2002; YAN et al., 2003; ASSEVA et al., 2006). Segundo
trabalhos de pesquisa e relatos de 6rgaos de vigilancia em saude, ocorrem mais de
um milhdo de casos anuais de salmonelose no mundo (CDC, 2005). Tanto a
gravidade das patologias relacionadas a Salmonella quanto sua resisténcia a
antimicrobianos tem aumentado nas ultimas décadas. Além disso, pesquisadores
tém demonstrado que a resisténcia aos antibidticos nesse microrganismo esta
associada com um aumento da duracdo dos sintomas, do risco de hospitalizagao e
do risco de doenca invasiva (SHARMA et al. 2005; VALDEZATE et al., 2007).

Estima-se que, apenas nos Estados Unidos, esse microrganismo seja

responsavel por 30,6% dos o6bitos e por 26% das hospitalizagbes por gastrenterite
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relacionada a alimentos, representando a causa mais freqlUente de infecgcdes
alimentares naquele pais (MEAD et al, 1999, HEINITZ et al., 2000)

Ha poucos estudos em relagao a real incidéncia de Salmonella sp. no mundo.
Algumas estimativas sugerem que somente 5 a 20% da populagado européia com
gastrenterite buscam atendimento médico e somente uma pequena porcentagem
necessite de hospitalizagado (WIT et al., 2001; WHEELER et al., 1999).

Programas internacionais, nacionais e locais de vigilancia vém sendo
estabelecidos para monitorar a epidemiologia dos surtos, bem como para definir
padroes de resisténcia a antimicrobianos, a fim de auxiliar no reconhecimento
precoce (RDC n°12/2001, da ANVISA) exige a auséncia de Salmonella sp. em 25¢g
de alimentos, e a pesquisa desse microrganismo € solicitada em praticamente todas
as classes de alimentos apresentadas nessa Resolucdo (BRASIL, 2001),
salientando a importancia do controle desse patogeno.

No Estado do Rio Grande do Sul (RS), esse microrganismo tem sido
apontado como o principal agente responsavel pelas DTA, nos ultimos anos.
Embora haja um numero consideravel de sorotipos de Salmonella identificados
(mais de 2500) (POPOFF; BOCKEMUHL; GHEESLING, 2003) e que muitos desses
tenham sido encontrados em diferentes alimentos no RS (MICHAEL et al., 2006;
BESSA et al., 2007, MURMANN et al., 2009), o sorotipo S. Enteritidis tem sido
identificado como o responsavel pela maioria dos casos e surtos de salmoneloses
investigados pela Secretaria de Saude do Estado, a partir do ano de 1999 (GEIMBA
et al., 2004).

Estudos demonstraram que S. Enteritidis foi o sorotipo predominante nos
surtos ocorridos no RS e que uma cepa prredominante foi identificada entre a
maioria dos isolados de alimentos envolvidos nos surtos de 1999 a 2002 (OLIVEIRA
et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009). Todos os sorotipos de Salmonella séo
considerados potencialmente patogénicos, entretanto, alguns estudos buscam
informacgdes sobre a patogenicidade e as caracteristicas que capacitam certas cepas
a destacarem-se de outras, ocasionando os surtos alimentares em regides
especificas. Neste sentido, diversos estudos foram realizados investigando as
caracteristicas da cepa de S. Enteritidis causadora de surtos alimentares no RS
(GEIMBA et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2007; CASARIN et al., 2009; MALHEIROS et
al., 2009 ; MACHADO, 2007 ; PEREZ et al., 2008).
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Esses estudos agregaram informagcbes importantes sobre esse
microrganismo, tais como: S. Enteritidis foi 0 microrganismo identificado em 97% dos
alimentos envolvidos em salmoneloses entre 1999 e 2000 (GEIMBA et al., 2004) e a
cepa especifica foi isolada em mais de 92% dos alimentos consumidos por
individuos acometidos por salmonelose no periodo de 2001 a 2002 (OLIVEIRA et al.,
2007). Esta cepa sobreviveu ao congelamento em hamburguer de frango
artificialmente contaminado por um periodo maior que as outras bactérias testadas
(Escherichia coli e Staphylococcus aureus) (CASARIN et al., 2009).

Além disso, esse microrganismo foi mais resistente ao hipoclorito de sédio
em concentragdes de 200 e 400 ppm quando comparado a S. Typhimurim e S.
Bredeney (MACHADO, 2007). A cinética de crescimento também foi avaliada em
meio de cultura e em maionese caseira (MALHEIROS et al., 2007), sendo que S.
Enteritidis isolada de alimentos envolvidos em surtos apresentou taxa de
crescimento superior aos outros sorotipos testados nas primeiras 6h de incubacéao.
S. Enteritidis demonstrou também maior capacidade de adaptacdo acida e
resisténcia ao aquecimento (56°C e 60°C) que S. Typhimurim e S. Bredeney,
indicando maior resisténcia e potencial de patogenicidade (MALHEIROS et al.,
2009).

Também foi observado um aumento significativo na resisténcia a ampicilina
(de 3,6% para 100%) e acido nalidixico (de 9,1 para 66,7%), dessa cepa em relacao
no periodo de 1999 a 2006 (GEIMBA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2006; de PAULA,
2006). De modo geral, o sorotipo S. Enteritidis tem apresentado menores niveis de
resisténcia aos antimicrobianos que. S. Typhimurium, particularmente S.
Typhimurium DT104, a qual tem demonstrado niveis preocupantes de resisténcia em
diversos paises (YANG et al., 2002).

Independente do sorotipo, o desenvolvimento dessas resisténcias pode
prejudicar o tratamento das infec¢gdes causadas por Salmonella, justificando a
pesquisa e comparacido da susceptibilidade a antimicrobianos em isolados de
alimentos e de humanos, uma vez que o uso difundido de agentes antimicrobianos
na produgao de alimentos de origem animal tem contribuido para o isolamento de
bactérias resistentes em animais, as quais podem ser transmitidas aos humanos
pela cadeia alimentar (PIDDOCK et al., 1993; RAJASHEKARA et al., 2000; YANG et
al., 2002).
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Esses dados reforcam a necessidade de dar continuidade na pesquisa
epidemiologica das salmoneloses ocorridas no RS, através da caracterizagcdo
fenotipica e genotipica de isolados de S. Enteritidis. A avaliagdo dos perfis
genotipicos e de resisténcia a antimicrobianos de isolados de material clinico
humano e sua comparagdo com aqueles gerados a partir de isolados provenientes
de alimentos, no mesmo periodo, podem auxiliar na identificagdo das possiveis
fontes de contaminacao. Além disso, a caracterizagdo das cepas prevalentes pode
ser util na prevengdo de problemas de saude publica, permitindo o controle da
disseminagao de cepas resistentes através dos alimentos e, por consequéncia, a
diminuicdo do numero e da gravidade de casos e surtos de salmonelose no RS. Por

esses motivos, os objetivos do presente trabalho foram:

e Avaliar a resisténcia a antimicrobianos de Salmonella Enteritidis
isoladas de humanos acometidos de salmonelose no Rio Grande do
Sul, no periodo de 1999 a 2006.

e Caracterizar os perfis genotipicos das Salmonella Enteritidis isoladas,
através de técnicas moleculares (Pulsed-Field Gel Electrophoresis -
PFGE e PCR-ribotipificagao).

e Investigar a correlagdo entre as cepas isoladas de alimentos e as
cepas isoladas de humanos.

e Investigar a correlagcdo entre as cepas isoladas em regides
geograficamente distintas do RS.

e Determinar as possiveis origens da contaminacdo pelas cepas

isoladas, no intuito de propor estratégias de controle.



2 Projeto de Doutorado

2.1Titulo do projeto — Caracterizagdo fenotipica e genotipica de Salmonella
Enteritidis envolvidas em surtos alimentares ocorridos no Rio Grande do Sul no
periodo de 1999 a 2005.

2.2Equipe de Participantes:

= Eng. de Alim. Fernanda Arboite de Oliveira (ICTA/UFRGS)

» Prof. Dr Wiladimir Padilha da Silva (orientador — UFPEL)

» Prof. Dr. Eduardo Cesar Tondo (co-orientador - ICTA/UFRGS)

» Prof. Dr. Jeverson Frazzon (pesquisador associado — ICTA/UFRGS)

2.3Locais de Execucao:

» Laboratorio de Microbiologia de Alimentos (UFPEL)

» Laboratorio de Microbiologia do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
(ICTA, UFRGS).

= Laboratério de Microbiologia Molecular — Centro de Biotecnologia (UFRGS)

2.4INTRODUGAO E RELEVANCIA DO PROJETO

Salmonella é uma das principais causas de doengas veiculadas por
alimentos em diversos paises (PHILIPS; GEORGE, 1994; YANG et al, 2002),
sendo responsavel por sérios problemas de saude publica e por significativas perdas
econdmicas. No Brasil, ndo ha dados precisos sobre a ocorréncia das Salmoneloses
na totalidade do territério nacional, contudo no Rio Grande do Sul (RS) a Divisao de
Vigilancia Sanitaria (DVS/SES/RS) aponta esse microrganismo como o0 agente
etiologico responsavel pelo maior numero de surtos alimentares na ultima década
(RELATORIOS ANUAIS de DTA, SES/DVD/RS, 2000). No periodo de 1997 a 1999,
as Salmoneloses foram responsaveis pelo envolvimento de 8217 pessoas e 1557
hospitalizagcdes, sendo que o maior numero de surtos ocorreu na primavera e 0s

alimentos mais comumente envolvidos foram aqueles preparados com ovos,
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principalmente a maionese caseira (COSTALUNGA; TONDO, 2002). No ano de
2000, Salmonella foi apontada como o agente responsavel por 47,4% do total de
surtos alimentares investigados no RS. Além disso, estima-se que apenas uma
pequena porcentagem dos casos de Salmonelose seja notificada aos 6rgaos de
saude publica, ressaltando, assim, a relevancia do problema.

Dentro deste contexto, a caracterizagdo das linhagens de Salmonella
envolvidas em surtos alimentares assume um papel muito importante para o
conhecimento das caracteristicas especificas dessas linhagens e para a
identificacdo das reais fontes de contaminacdo de alimentos, possibilitando a
prevengao desses surtos.

Diversos métodos tém sido empregados na caracterizagdo fenotipica e
genotipica de Salmonella spp., sendo que caracteriza¢gdes mais precisas requerem a
utilizacdo simultédnea de diferentes métodos (LANDERAS et al.,, 1996; NASTASI;
MAMMINA, 1996; EBNER; MATHEW, 2001). Atualmente sabe-se que a maioria dos
surtos é causada por linhagens especificas e diversos estudos demonstram a
necessidade da utilizagado de técnicas moleculares com alto poder de discriminagao
para a investigagdo destes microrganismos (MILLEMANN et al., 2000; AKIBA et al.,
2003). Entre essas técnicas, pode-se destacar o RAPD (Random Amplified
Polimorphic DNA) e a PFGE (Eletroforese de Campo Pulsado), as quais tém sido
amplamente utilizadas na caracterizagdo de Salmonella e investigagbes de surtos
alimentares (LANDERAS et al.,, 1996; NASTASI; MAMMINA, 1996; EBNER;
MATHEW, 2001, BETANCOR et al, 2004). Nestes estudos, as técnicas moleculares
sdo empregadas apdés uma discriminagao fenotipica das linhagens através de
métodos como o bioquimismo, a sorologia, e a resisténcia a antimicrobianos, os
quais sado reconhecidos como a base de muitos estudos epidemioldgicos
moleculares (OLSEN et al., 1993).

O presente projeto propde a caracterizagdo fenotipica e genotipica das
linhagens de Salmonella Enteritidis isoladas de alimentos e de humanos envolvidos

em salmoneloses ocorridas no Rio Grande do Sul, no periodo de 1999 a 2005.

2.50BJETIVO GERAL
Caracterizar fenotipica e genotipicamente de isolados de Salmonella
Enteritidis provenientes de alimentos e de humanos envolvidos em surtos

alimentares ocorridos no Rio Grande do Sul no periodo de 1999 a 2005.
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2.6 0OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar as linhagens de Salmonella Enteritidis através da resisténcia a
antimicrobianos.

e Caracterizar as linhagens de Salmonella Enteritidis através das técnicas
moleculares: Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD) e Pulsed Field
Gel Electrophoresis (PFGE).

e Investigar a possivel correlagao entre as linhagens isoladas de alimentos e as
linhagens isoladas de humanos.

e Investigar a possivel correlacdo entre as linhagens isoladas de regides
geograficamente distintas do Estado do Rio Grande do Sul.

e Possibilitar a investigagdo das provaveis origens de contaminagao das linhagens

isoladas, no intuito de propor estratégias de controle.

2.7Hipoétese

Ha Salmonella spp. com caracteristicas fenotipicas e genotipicas similares,
causando Salmoneloses de origem alimentar no Rio Grande do Sul, no periodo de
1999 a 2005.

2.8. FUNDAMENTAGAO CIENTIFICA

2.8.1 Caracteristicas gerais do microrganismo

As bactérias do género Salmonella pertencem a familia Enterobacteriaceae;
sdo bastonetes Gram negativos, ndo esporulados, anaerobios facultativos, n&o
fermentam a lactose (KONEMAN et al.,1997). A maioria, com excecao das
Salmonella Pullorum e Salmonella Gallinarum, s&o modveis através de flagelos
peritriquios (FRANCO; LANDGRAF, 1996).

Todos os sorotipos de Salmonella sdo considerados potencialmente
patogénicos, sendo o grau de viruléncia dependente da cepa, do hospedeiro e do
meio ambiente (JAY, 2005).
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O pH étimo para a sua multiplicacdo encontra-se préximo de 7,0, sendo que
valores superiores a 9,0 e inferiores a 4,0 sdo considerados bactericidas A aeragéo
favorece o crescimento em pH baixo (FORSYTHE, 2002).

Salmonella multiplica-se, preferencialmente, em uma temperatura de
incubacgéo entre 35 e 37°C, mas existem relatos de crescimento em temperaturas
entre 5 e 47°C (FRANCO; LANDGRAF, 1996).

Outro fator que afeta o crescimento de Salmonella é a umidade, avaliada
através do parametro conhecido como atividade de agua (ay). O crescimento é
inibido por valores de a, menores que 0,94, sendo que o valor 6timo para o
crescimento é de 0,95 (ICMSF, 1980).

2.8.2. Caracteristicas Bioquimicas e Sorolégicas

Ap6s o isolamento a partir de amostras biologicas, aconselha-se a
caracterizagdo bioquimica e sorolégica de Salmonella a fim de identifica-las com
maior precisdo. Tais procedimentos sao muito importantes em vista da necessidade
de confirmacdo da presenga de Salmonella em determinada amostra, evitando
resultados falso positivos ocasionados em virtude dos demais microrganismos
presentes (FRANCO; LANDGRAF, 1996).

Segundo POPOFF & LE MINOR (1997), Salmonella possui como principais
caracteristicas bioquimicas, a capacidade de reducéo de nitratos a nitritos, produgéo
de gas a partir da glicose, utilizagdo do citrato como unica fonte de carbono,
fermentacao de dulcitol e inositol, produgéo de sulfeto de hidrogénio em meios como
o TSI, o LIA e o SIM e reacdes de descarboxilagdo de lisina, ornitina e arginina,
usualmente positivas. Salmonella ndo apresenta atividade de hidrdlise da uréia e
nao fermenta a lactose, sacarose, salicina e rafinose. Apresentam também, reagdes
de indol e fenilalanina negativas.

A tipificacdo sorolégica € realizada apds a classificagdo bioquimica de
Salmonella. Em virtude da grande variedade de sorotipos de Salmonella
identificados, a caracterizagdo soroldgica desses microrganismos assume papel
muito importante na investigacdo epidemiolégica de surtos de Salmoneloses
alimentares. Atualmente, sabe-se que parcelas significativas de surtos s&o causadas
por sorotipos especificos, principalmente por linhagens de S. Enteritidis e S.
Typhimurium (DARWIN; MILLER, 1999; BAAY; IN'T VELT, 2000).



19

2.8.3 Classificagcao Taxondmica

A taxonomia do género Salmonella é baseada na composi¢cao de seus
antigenos de superficie, os quais sdo os antigenos somaticos (O), os flagelares (H)
e os capsulares (Vi). Este esquema de classificacdo proposto por KAUFFMAN
(1972) divide o género Salmonella em sorotipos. No caso, o género Salmonella
estaria dividido em duas espécies (S. enterica e S. bongori) e em mais de 2.500
sorotipos (BOOP et al., 1999).

A subespécie enterica agrupa as salmonelas associadas as infecgdes
(principalmente gastrenterites) em humanos e animais de sangue quente, enquanto
as demais subespécies e S. bongori sao encontradas em animais de sangue frio e
no meio ambiente (FRANCO; LANDGRAF, 1996).

Além da férmula antigénica, a maior parte dos sorotipos sdo denominados
conforme a sindrome relacionada (Typhi, Paratyphi, etc.), hospedeiro especifico
(Abortusovis, Abortusequi, Cholerasuis, entre outros) ou origem geografica dos
primeiros isolamentos (London, Panama, Canada, etc.). Apesar da grande
quantidade de sorotipos, em termos praticos, menos de 50 sao realmente
prevalentes e isolados mais frequentemente de infecgcbes em humanos e animais
(KILGER; GRIMONT,1993).

2.8.4 Caracteristicas das Salmoneloses

As doengas causadas por Salmonella spp. sao conhecidas como
Salmoneloses e podem ser divididas em trés grupos: a febre tiféide, causada por
Salmonella Typhi, as febres entéricas, causadas por Salmonella Paratyphi (A, B e C)
e as enterocolites, causadas pelas demais Salmonella (JAY, 2005).

A febre tiféide s6 acomete o homem e, normalmente, € transmitida por
alimentos ou agua contaminada com material fecal humano. O reservatério de S.
Typhi € o homem e, em casos onde algumas pessoas podem se tornar portadores
assintomaticos, estes sao considerados a principal fonte de contaminacdo de
alimentos e aguas. A febre entérica € muito semelhante a febre tiféide, porém
apresenta sintomas mais brandos, os quais podem persistir por até trés semanas, ao
contrario da primeira enfermidade que pode persistir por até 9 semanas (CLIVER,
1990).

Os sintomas da febre tiféide sdo causados pelo lipopolissacarideo (LPS),

que induz uma resposta inflamatéria local durante a invasdo da mucosa (CHALKER,;
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BLASER, 1988). Ao contrario da S. Typhi, ndo se sabe ao certo se as linhagens que
causam doencas de origem alimentar (S. Enteritidis € S. Typhimurium) estdo no
interior dos macréfagos do figado e do bacgo. Os sintomas das gastroenterites
resultam, provavelmente, da invasédo das células da mucosa. A S. Typhi causa uma
infeccdo sistémica, enquanto patégenos entéricos tais como S. Typhimurium
raramente penetram além dos tecidos submucosos (CLIVER, 1990; JAY, 2000).

A doenga mais comumente causada por Salmonella spp., a enterocolite
resultante também da ingestdo de produtos alimenticios ou agua contaminada, €
uma das mais frequentes infec¢cdes de origem alimentar no mundo inteiro (FRANCO;
LANGRAF, 1996).

Apesar de a enterocolite ser a mais branda das manifestagdes causadas
por Salmonella spp., a alta frequéncia dos casos € responsavel por milhares de
mortes todo ano. Somente nos Estados Unidos da América, estima-se que 800 a
4000 mortes ocorram devido a salmonelose. Os sintomas mais comumente
associados a enterocolites sdo as diarréias com presencga de sangue, vomitos, febre,
dores abdominais e a desidratagao, podendo resultar em morte (FORSYTHE, 2002).

Tais enfermidades tém sido responsaveis por grandes problemas de saude
publica e prejuizos econémicos decorrentes de tratamento dos casos clinicos, do
recolnimento de lotes de alimentos contaminados ou do impacto sobre a
confiabilidade dos consumidores frente aos produtos de marcas envolvidas com
surtos de salmonelose (JAY, 2005).

2.8.5 Controle das Salmoneloses
O controle de infecgdes por Salmonella spp. depende primariamente
dos padrdes de higiene aplicados nos setores de alimentacdo, além da utilizagdo de
outros recursos durante o processamento dos alimentos, como por exemplo, a
utilizacdo de tratamentos térmicos, técnicas de exclusdo competitiva, utilizacdo de
acidos organicos, entre outros (BANWART, 1989; HOSEIN; DUERDEN, 1994).
Orgaos relacionados a saude publica, assim como laboratérios prestadores
de servigos contribuem para a prevencao de Salmoneloses, buscando identificar as
possiveis falhas ocorridas desde a producdo até o consumo dos alimentos
(HOSEIN; DUERDEN, 1994). Entretanto, os métodos tradicionalmente utilizados

muitas vezes ndo sdo capazes de realizar tal tarefa devido aos limites de deteccéao
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(sensibilidade) ou capacidade de discriminagdo entre as Salmonella spp. e outros
microrganismos ou mesmo entre diferentes linhagens desta mesma bactéria.

Além disso, o sistema de saude publica necessita de métodos que auxiliem
na identificagdo das fontes de contaminagdo de microrganismos patogénicos, além
de estudos de incidéncia, nivel endémico, prevaléncia e evolugdo de surtos que
venham acometer uma determinada localidade.

Para o sucesso destes objetivos, é preciso utilizar técnicas que tenham a
capacidade de discriminar linhagens relacionadas ou nao relacionadas
epidemiologicamente, ou seja, correlacionar microrganismos isolados de locais e
fontes distintas. Dentre as técnicas aplicadas na investigagdo de surtos alimentares,
os métodos moleculares tém demonstrado bons resultados, devido a seu alto poder
de discriminagao (BETANCOR et al., 2004).

2.8.6 Resisténcia aos antimicrobianos

O uso difundido de agentes antimicrobianos na produgao de alimentos de
origem animal tem contribuido para a ocorréncia de bactérias resistentes em
animais, as quais podem ser transmitidas aos humanos pela cadeia alimentar. O
desenvolvimento dessas resisténcias pode prejudicar o tratamento das infecgdes
causadas por Salmonella, justificando a pesquisa desses microrganismos na
producao de alimentos e em surtos de origem alimentar (ZHAO et al., 2003).

MARTINS et al. (2000) testaram a resisténcia a antibidticos de 11
Salmonella sp. isoladas de miudos de frango, sendo que sete desses isolados
apresentaram resisténcia a dois ou mais dos cinco antibiéticos testados.

Uma linhagem de S. Typhimurium DT104 resistente a ampicilina, ao
cloranfenicol, a estreptomicina, as sulfonamidas e as tetraciclinas (tipo R ACSSuT)
foi isolada em 1984. Esse microrganismo foi isolado de carne bovina, de aves, de
ovinos, de suinos e de equinos. Desde entdo, tal linhagem vem sendo isolada em
diversos paises. As terapias com antibioticos séo realizadas extensivamente para o
combate de infecgbes causadas por S. Typhimurium em animais, € a evolugao de
linhagens resistentes aos antibioticos mais comumente utilizados tém causado
infecgdes dificeis de serem controladas (FORSYTHE, 2002).

BERCHIERI JR. & PAULILLO (1995), ao testarem a sensibilidade de 139
linhagens de 32 sorotipos de Salmonella isoladas de farinhas de origem animal

destinadas a fabricacao de racdes, encontraram niveis de resisténcia a bacitracina,
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penicilina e sulfazotrim (100%), a tetraciclina (77%), ao acido nalidixico (18%), a
nitrofurantoina (2,16%), a amicacina (1,44%) e cefoxitina (0,7%).

De modo geral, S. Typhimurium tem apresentado maiores niveis de
resisténcia aos antimicrobianos do que S. Enteritidis. Niveis preocupantes de
resisténcia tém sido verificados em diversos paises, principalmente, em linhagens
como a S. Typhimurium DT104 (YANG et al., 2002), a qual ja foi responsavel por

diversos surtos alimentares em humanos.

2.8.7 Tipificagao Molecular

A necessidade de aplicagdo de métodos mais sensiveis na caracterizacao
deSalmonella tem levado a utilizacdo cada vez mais frequente de técnicas
moleculares.

De um modo geral, o envolvimento de linhagens especificas nos surtos de
Salmonelose indica que essas linhagens apresentam caracteristicas diferenciadas
capazes de possibilitar sua disseminagao entre determinadas populagbes. Com este
enfoque, fica clara a necessidade de realizar estudos referentes a epidemiologia
molecular e patogénese destas salmonelas.

Embora mais de 2500 sorotipos de Salmonella tenham sido identificados,
nos ultimos anos os sorotipos Enteritidis e Typhimurium tém sido reconhecidos como
os dois maiores agentes etiolégicos de salmoneloses de origem alimentar em
humanos (DARWIN; MILLER, 1999; BAAY; IN'T VELT, 2000).

Dentre os surtos causados por S. Enteritidis, diversos estudos moleculares
sugerem que um numero limitado de linhagens com caracteristicas genéticas
semelhantes vém causando surtos em humanos (POWELL et al., 1994; GONZALEZ;
MENDOZA, 1995; THONG et al., 1995; MURAKAMI et al., 1999; TSEN; LIN, 2001).
Dessa forma, a comparagao das linhagens de S. Enteritidis isoladas de alimentos e
de humanos de uma mesma area geografica pode fornecer informacgdes
epidemioldgicas importantes.

De acordo com MILLEMANN et al. (1995), os sistemas de tipificagdo
molecular podem ser empregados para a investigagdo de surtos, confirmacéo e
delineamento dos perfis de transmissdo de uma ou mais linhagens, formulagao de
hipéteses sobre a origem e veiculos de transmissédo destas linhagens e monitoragao
de seus reservatérios. Conforme os autores, a analise molecular é util também para

a realizacado de levantamentos epidemioldgicos e avaliagdo de medidas de controle.



23

Para realizar esses estudos diversas técnicas moleculares tém sido utilizadas,
dentre elas o RAPD e o PFGE.

2.8.8 Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)

Atualmente, técnicas derivadas de PCR (Polymerase Chain Reaction) tém
demonstrado boa aplicabilidade para estudos epidemioldgicos. Entre essas técnicas
pode-se citar o RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA; LIN et al.,1996); onde
sequéncias iniciadoras escolhidas aleatoriamente ligam-se a multiplos locais ao
longo do genoma, sem a necessidade de nenhum conhecimento prévio da
sequéncia de DNA que se pretende analisar, produzindo um espectro de produtos
amplificados caracteristicos de uma determinada amostra (MEUNIER; GRIMONT,
1993). O RAPD tem sido aplicado para analise genética de Salmonella e tem sido
recomendado como uma alternativa a outros métodos de tipificacdo (VAN LITH;
AARTS, 1994; BEYER et al.,, 1998; JOHNSON et al., 2001). Quando sequéncias
iniciadoras adequadas sao utilizadas, as analises por RAPD fornecem resultados
rapidos e reprodutiveis, sendo considerada uma importante ferramenta na tipificacéo
de Salmonella Enteritidis (BETANCOR et al., 2004).

Em um estudo com 125 amostras de Salmonella Enteritidis isoladas de um
surto alimentar, KANTAMA & JAYANETRA (1996) encontraram oito perfis de RAPD,
sendo que um deles agrupou 93% das amostras.

LING et al. (1998) também utilizaram o RAPD na analise de 275 amostras
de Salmonella Enteritidis isoladas entre 1986 e 1996 em Hong Kong. Esses autores
obtiveram seis perfis, com 2 a 11 fragmentos de DNA, com tamanhos entre 0,5 e 4
kb.

BETANCOR et al. (2004) utilizou cinco sequéncias iniciadoras para
caracterizar 62 linhagens de S. Enteritidis isoladas de alimentos relacionados com
surtos ocorridos no Uruguai. Em outro estudo, LACONCHA et al. (1998) encontraram
cinco perfis de RAPD entre 39 linhagens de S. Enteritidis relacionadas e néo
relacionadas com gastroenterites alimentares, sendo que 75% das linhagens foram

agrupadas em um unico perfil.
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2.8.9 Eletroforese do Campo Pulsado (PFGE)

A PFGE, o qual separa fragmentos de DNA produzidos através da digestao
do mesmo com enzimas de restricdo especificas para sequéncias alvo, tem sido
utilizado como um método padrao de tipificagcdo (OLSEN et al., 1993; TENOVER et
al., 1995; GURTLER; MAYALL, 2001).

Essa técnica tem sido amplamente utilizada para caracterizagdo genotipica
de Salmonella (OLSEN et al., 1994; THONG et al., 1995; PUNIA et al., 1998;
MURAKAMI et al., 1999; LIEBANA et al., 2001) e tem sido adotada pelo Centers for
Disease Control and Prevention (CDC) como padrao para caracterizagado genotipica
de desse microrganismo (CIMONS, 2000).

A PFGE é considerada uma ferramenta molecular bastante reprodutivel e
com alta capacidade de discriminagao entre linhagens muito proximas dentro de
uma mesma espécie (MATUSHEK et al., 1996), fator esse que pode ser bastante
necessario no estudo em industrias alimenticias e na investigagcdo de diferentes
surtos.

LEE et al. (1998) utilizaram a PFGE para demonstrar correlagéo entre 66
isoaldos de Salmonella Javiana provenientes de alimentos, de manipuladores e de
individuos envolvidos em um surto de Salmonelose em Boston, Massachusetts.
Segundo esses autores, essa foi a primeira utilizagdo do PFGE para confirmar a
transmissao de S. Javiana a partir de manipuladores ou alimentos.

Dentre as 250 amostras de S. Enteritidis provenientes de humanos e de
animais, isoladas no periodo de 1995 a 2000, no Reino Unido, LIEBANA et al.
(2004) encontraram, através do PFGE, 20 perfis génomicos, sendo um deles
prevalente.

SENO et al. (2004) também utilizaram PFGE na caracterizagdo de 106
amostras de S. Enteritidis isoladas de humanos com diarréia, em Hiroshima, no
Japao, no ano de 2001. Os autores encontraram 29 perfis entre os isolados.

Ja BENDER et al. (2001) tipificaram, por PFGE, 958 S. Typhimurium
isoladas de casos de infecgdes ocorridos entre 1994 a 1998 em Minnesota, EUA e
encontraram 174 perfis distintos. Com base nos resultados obtidos, 16 surtos
alimentares, envolvendo 154 casos, foram identificados como tendo a mesma
origem. A tipificagdo por PFGE também permitiu a possivel confirmagao de 10 surtos
envolvendo pequenos grupos em diferentes instituicbes e identificou um perfil

especifico para S. Typhimurium multi-resistente dentre as amostras analisadas.
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Como consequéncia da estruturagdo de um grupo de pesquisa vinculado ao
Laboratério de Microbiologia de Alimentos, do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (ICTA/UFRGS), alguns
resultados ja foram alcangados apds quatro anos de colaboragdo com a Secretaria
de Vigilancia Epidemiolégica do Estado. Até o momento, ja foram analisados mais
de 150 isolados de Salmonella, dos quais mais de 97% deles foram sorotipificados
como S. Enteritidis. Além disso, ja foram publicadas informagbes epidemioldgicas
importantes a respeito das Salmoneloses ocorridas no RS (COSTALUNGA; TONDO,
2002) e também sobre a prevaléncia de genes de viruléncia (spvR - Salmonella
Plasmid Virulence) em parte dos isolados analisados (GEIMBA et al., 2004).
Resultados parciais das analises moleculares (PCR-ribotipificacdo e RAPD)
demonstraram a forte predominancia de uma unica linhagem, ou linhagens
fortemente relacionadas, entre as S. Enteritidis analisadas. Tais resultados devem
ser confirmados por demais analises moleculares (demais analises por PFGE e
RAPD, tanto das amostras isoladas de alimentos quanto das amostras isoladas de
coproculturas de humanos), as quais sdo o foco do presente projeto. Uma vez
confirmado o predominio de cepas com caracteristicas similares, pretende-se
investigar a presenga das mesmas em nivel de campo e industria, a fim de propor

estratégias de prevencéo.

2.9 MATERIAIS E METODOS

2.9.1 Amostragem

Amostras de alimentos envolvidos em surtos de salmoneloses e de
espécimes clinicos (coproculturas) de humanos acometidos por Salmoneloses foram
coletados em todo o Rio Grande do Sul pela Vigilancia Sanitaria do Estado durante o
periodo de margco de 1999 a dezembro de 2003. Dentre as amostras de alimentos,
as quais ja estdo sendo estudadas em nosso grupo de pesquisa, serao coletadas
aleatoriamente dez isolados de S. Enteritidis de cada ano do periodo de 1999 a
2003, perfazendo um total de 50 amostras. As amostras de coproculturas seréo
cedidas pelo Laboratorio Central do Estado (LACEN/RS). Serao analisadas
amostras isoladas a partir de coproculturas investigadas do mesmo periodo de 1999
a 2003, sendo que o numero de isolados sera determinado conforme disponibilidade

e viabilidade das culturas existentes no LACEN/RS.
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2.9.2 Isolamento e Identificagao

As amostras que serao analisadas neste projeto de pesquisa foram isoladas
e identificadas no LACEN/RS, segundo os métodos descritos pelo Food and Drug
Administration (FDA, 1992). A sorotipificacéo foi realizada pelo Instituto Adolfo Lutz
(Sao Paulo) segundo métodos preconizados por KAUFFMAN (1972).

2.9.3 Teste de Susceptibilidade a Antimicrobianos

A anadlise de susceptibilidade aos antimicrobianos sera realizada de acordo
com o método de difusdo em disco segundo o National Committee for Clinical
Laboratory Standars (NCCLS, 2000).

Os antibidticos que serao utilizados foram escolhidos de acordo com o
NCCLS (2000) e BREUIL et al. (2000), e estdo descritos a seguir: ampicilina (AMP);
tetraciclina (T), neomicina (NEO), kanamicina (K), sulfametoxazol/trimetoprim (SXT),

gentamicina (GEN), acido nalidixico, cloranfenicol (C) e estreptomicina (S).

2.9.4 Tipificagao por RAPD
A tipificagdo molecular por RAPD sera realizada no Instituto de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (ICTA -

UFRGS) conforme métodos descritos a seguir.

2.9.5 Extragcao de DNA

O DNA genbdmico sera extraido por lise enzimatica com lisozima, seguida
de purificagdo com fenol — cloroférmio e posterior precipitagdo com etanol
(SAMBROOK et al., 1989). O DNA sera ressuspendido em Tris 10mM e EDTA 1mM,
e sua concentracédo sera determinada por espectrofotometria (JENSEN; HUBNER,
1996).

2.9.6 Selecao de seqiiéncias iniciadoras

Na analise por RAPD, a sequéncia iniciadora P1254 (5 CCGCAGCCAA 3’)
sera utilizado. Esse primer foi selecionado por seu satisfatéorio poder de
discriminagao quando aplicado na tipificagcdo de linhagens de Salmonella (LIN et al.,
1996; LANDERAS; MENDOZA, 1998).
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2.9.7 PCR

A PCR sera realizada em um volume final de 25uL de solugédo contendo 2,5

uL de tampéo de reagéo (100 mmol I-1 Tris HCI, 750 mmol I-1 KCI pH 8.8), 1,75uL
de 50mM MgCl,, 0,5uL de 10 mM dNTPs (5 mM de cada dATP, dCTP, dGTP e
dTTP), 2 uL da sequéncia iniciadora (20pmol) , 1U de Tag DNA polimerase 5U/ul
(Biotools, Brasil), 16,05 uL de agua MilliQ e 2uL da suspensdao com o DNA
bacteriano. Os tubos serdao submetidos as seguintes condi¢cdes de reagado: um ciclo
a 95°C por 5 min, seguido por 40 ciclos de 95°C por 1 min (desnaturag¢ao), 30°C por
1 min (anelamento), 72°C por 1 min (polimerizagdo) e a extenséo final a 72°C por 5
minutos.

Cada reacdo de PCR devera incluir um controle negativo sem o DNA
molde.

Os produtos da amplificacdo serdo visualizados em gel de agarose 1%

corado com brometo de etideo sobre transluminador.

2.9.8 Tipificagao por PFGE

A tipificagdo molecular por PFGE sera realizada no Laboratério de
Microbiologia Molecular, do Centro de Biotecnologia da UFRGS, utilizando o
equipamento CHEF-DR Il Variable Angle System da BIORAD®. O método de
extracdo de DNA e restricdo com endonucleases de restricdo sera realizado
conforme preconizado por WEIDE-BOTJES et al. (1998) e esta descrito a seguir:

A partir de estoque refrigerado, cada amostra de Salmonella spp. sera
semeada em 5mL de caldo cérebro—coragao (BHI) estéril, sendo entdo incubados a
37°C por 18 horas. Em seguida, a Densidade Otica (DO 578nm) dessa cultura sera
medida e o numero de células equivalente a 5mL com DO de 0,3 sera coletado e
centrifugado por 15 minutos a 4000rpm. Logo apods, o sobrenadante sera
desprezado e as células serdo lavadas com 0,5mL de tampao pett IV (1M NaCl;
10mM Tris pH8,0; 10mM EDTA), agitadas em agitador Vortex e centrifugadas
novamente a 4000rpm por 15 minutos. O sobrenadante sera novamente
desprezado, e as células acrescidas de 0,5mL de tampéao pett IV e de 0,5mL de
agarose baixo ponto de fusdo a 2,5% a 56°C, sendo a suspensao dispensada em
moldes plasticos para elaboracdo de cubos de agarose. Os moldes plasticos serao

colocados em refrigerador por 10 minutos e entdo os cubos de agarose seréo
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transferidos para tubos contendo 3mL de solugéo de lise (1M NaCl; 10mM Tris pH
8,0; 200mM EDTA; 0,5% Sarkosyl; 0,2% deoxicolato de sodio) onde seréo
incubados por 2 horas a 37°C. Apds incubacao, a solugéo de lise sera desprezada e
3mL de solugado ESP (0,5M EDTA; 1% Sarkosyl) seréo adicionados para incubagao
durante 18 horas a 56°C. No dia seguinte, a solu¢do ESP sera dispensada e os
cubos serdo lavados por 15 minutos com 3mL de agua destilada sob temperatura
ambiente com agitacdo suave. Em seguida, a agua destilada sera desprezada e
2mL de uma solugdo TE-PMSF (40mL de TE + 600uL de PMSF100mM) serao
adicionados, deixando os cubos em agitacdo nessa solugdo a temperatura ambiente
por 30 minutos. Esse processo sera repetido mais uma vez e a solucdo TE-PMSF
sera retirada. Em seguida, os cubos serdo lavados com agua destilada, sob
agitagdo, a temperatura ambiente por 15 minutos e depois lavados 2 vezes com
solucdo TE, sob as mesmas condi¢cdes, por 30 minutos. A solucdo TE sera
desprezada e os DNAs gendmicos contidos nos cubos serdo clivados com 20
unidades de enzima Xba | a 28°C por 4 horas. Apds incubacao, a reagdo enzimatica
sera interrompida pela adicdo de 600uL de solu¢cdo EDTA 0,5M. Os cubos de
agarose serao resolvidos em gel de agarose 1,2%, em tampdo TBE 0,5X, no
aparelho CHEF-DR Il Variable Angle System sob as seguintes condi¢des: pulsos
crescentes de 7 a 12 seguntos durante as primeiras 11 horas e de 20 a 40 segundos
nas 13 horas seguintes, 200 volts e temperatura de 14°C. Apdés corrida, o gel sera
corado com solugdo de brometo de etidio (0,5ug/mL, Sigma) por 20 minutos e
descorado em agua destilada por mais 20 minutos, sendo entdo analisado em
Sistema GEL DOC 1000 Gel Documentation (BIORAD).

2.9.10 Andlise Estatistica dos resultados

A capacidade de discriminagdo das técnicas de RAPD e PFGE sera
avaliada pela determinacdo numeérica do indice de Discriminacdo (ID) segundo o
método descrito por HUNTER e GASTON (1988).

Os dendogramas para avaliagdo da similaridade genética das linhagens
serdo construidos através da utilizacdo do software SPSS, versédo 11.5.

210 CRONOGRAMA



29

Atividades Trimestres
112|3/4|/5(6(7 (8|9 (10{11|12/13(14|{15|16

Revisao bibliografica XXX [X[X|XIX[IX[IX[X [ X |[X|X XXX

Avaliacao da resisténcia x |x

antimicrobianos

RAPD X |X |X

PFGE X [X |[x |[x | X|X

Andlise dos resultados x |x |x [X

Elaboragao de artigos cientificos X X X | X

Elaboracao da tese X | X

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AKIBA, M. et al. Comparison of Salmonella enterica serovar Abortusequi isolates of
equine origin by pulsed-field gel electropheresis and fluorescent amplified-fragment
length polymorphism fingerprinting. Veterinary Microbiology, v. 92, p. 379-388,
2003.

BAAY, M.F., INT VELT, J.H.J. Alternative antigens reduce cross-reactions in an
ELISA for the detection of Salmonella Enteritidis in poultry. Journal of Applied
Bacteriology, v. 74, p. 243-247, 2000.

BANWART, G. J. Basic Food Microbiology. 2 Ed., Van Nostrand Reinhold, New
York, 1989.

BENDER, J. B. et al. Use of Molecular Subtyping in Surveillance for Salmonella
enterica Serotype Typhimurium. The New England Journal of Medicine, v. 344, p.
345-350, 2001.

BERCHIERI, A e PAULILLO, A. C. Salmonella em um Abatedouro Avicola. Ars
Veterinaria, v.3, p. 81-87, 1995.

BETANCOR, L. et al. Random Amplified Polymorphic DNA and Phenotyping Analysis
of Salmonella enterica serovar Enteritidis isolates collected from humans and poultry




30

in Uruguai from 1995 to 2002. Journal of Clinical Microbiology, v. 42, p. 1155-
1162, 2004.

BEYER, W. et al. Suitability of repetitive-DNA-sequence-based PCR fingerprinting for
characterizing epidemic isolates of Salmonella enterica serovar Saintpaul. Journal of
Clinical Microbiology, v. 36, p.1549-1554, 1998.

BOOP, C. A. et al. Escherichia, Shigella and Salmonella. Manual of clinical
Microbiology, 7th ed., p. 467, 1999.

BRASIL. Resolugdo RDC 12 de 02 de janeiro de 2001. Regulamento técnico
principios gerais para o estabelecimento de critérios e padrdes microbiolégicos para

alimentos. Diario Oficial [ da Republica Federativa do Brasil ], Brasilia.

BREUIL, J. et al. Antibiotic resistance in salmonellae isolated from humans and
animals in France: comparative data from 1994 and 1997. Journal of Antimicrobial
Chemotherapy, v. 46, p. 965-971, 2000.

CHALKER, R. B.; BLASER. A review of human salmonellosis. Ill. Magnitude of
Salmonella infection in United States. Reviwes of Infectious Diseases, v. 10, p.

111-124, 1988.

CIMONS, M. Rapid food-borne pathogen ID system is making a difference. ASM
News, v.66, p. 617-619, 2000.

CLIVER, D. O. Foodborne disease. London, Academic Press, 1990.

COSTALUNGA, S.; TONDO, E. C. Salmonellosis in Rio Grande do Sul, Brasil, 1997
to 1999. Brazilian Journal of Microbiology, v. 33, p. 342-346, 2002.

DARWIN, K.H., MILLER, V.L., 1999. Molecular basis of the interaction of Salmonella

with the intestinal mucous. Clinical Microbiology Reviews, v.12, p. 405-428.



31

EBNER, P. D.; MATHEW, A. G. Three molecular methods to identify Salmonella
enterica serotype Typhimurium DT104: PCR fingerprinting, multiplex PCR and rapid
PFGE. FEMS Microbiology Letters, v. 205, p. 25-29, 2001.

FOOD AND DRUG ADMINISTRATION. Bacteriological Analitical Manual. 7 Ed.
Airlington: AOAC International, 1992.

FORSYTHE, S.J. Microbiologia da Seguranga Alimentar. Porto Alegre: Artimed,
2002.

FRANCO, B. D. G. M.; LANDGRAF, M. Microbiologia de Alimentos. Sao Paulo:
Atheneu, 1996.

GEIMBA, M. P. et al. Serological characterization and prevalence of spvR genes in
Salmonella isolated from foods involved in outbreaks in South of Brazil. Journal of
Food Protection, v. 67, p. 1229-1233, 2004.

GONZALEZ HEVIA, M.A., MENDOZA, M.C. Polymorphism of rRNA genes and
plasmid analysis in the typing of Salmonella enterica serovar Enteritidis from a
Spanish health area. New Microbiologica, v.18, p. 377-384, 1995.

GURTLER, V., MAYALL, B.C. Genomic approaches to typing, taxonomy and
evolution of bacterial isolates International Journal of Systematic and

Evolutionary Microbiology , v. 51, p. 3—-16, 2001.

HOSEIN, |. K.; DUERDEN, B. I. Introducing rapid methods in the diagnostic
laboratory. Reviews in Medical Microbiology, v. 5, p.39-46, 1994.

HUNTER, P.R.; GASTON, M.A. Numerical index of discriminatory ability of typing
systems: an application of Simpson's index of diversity. Journal of Clinical
Microbiology, v. 26, p. 2465-2466, 1988.

ICMSF- International Commission Microbiological Specification for foods. Ecologia

Microbiana de los Alimentos. Zaragoza: Acribia, v.2, 1980.



32

JAY, J. Microbiologia de Alimentos. 6 Ed. Porto Alegre: Artmed, 2005.

JENSEN,M. A.; HUBNER, R. J. Use of Homoduplex Ribossomal DNA Spacer
Amplification Products and Heteroduplex Croos- Hibridization Products in the
Identification of Salmonella Serovars. Applied and Environmental Microbiology, v.
62, p. 2741-2746, 1996.

JOHNSON, J.R. et al. Molecular analysis of a hospital cafeteria-associated
salmonellosis outbreak using modified repetitive element PCR fingerprinting. Journal
of Clinical Microbiology, v. 39, p. 3452-3460, 2001.

KANTAMA, L.; JAYANETRA, P. Salmonella Enteritidis outbreak in Thailand: study by
random amplified polymorphic DNA (RAPD) analysis. The Southeast Asian Journal
of Tropical Medicine and Public Health, v.27, p. 119-125, 1996.

KAUFFMAN, F. Serological diagnosis of Salmonella species. Munksgaard,
Copenhagen, 1972.

KILGER, G.; GRIMONT, P.A. D. Differentiation of Salmonella phase 1 flagellar
antigen types by restriction of the amplified fliC gene. Journal of Clinical
Microbiology, v. 31, p. 1108- 1110, 1993.

KONEMAN, E. K.; ALLEN, S. D.; JANDA, W. M.; SCHRECKENBERGER, P. C;
WINN,W. C. Diagnostic Microbiology. 5 Ed. New York: Lippincott, 1997.

LACONCHA, | et al. Phage-typing combined with pulsed-field gel electrophoresis and
random amplified polymorphic DNA increases discrimination in the epidemiological
analysis of Salmonella Enteritidis strains. International Journal of Food
Microbiology, v. 40, p. 27-34, 1998.

LANDERAS, E., MENDOZA, M.C. Evaluation of PCR-based methods and ribotyping
performed with a mixture of Pstl and Sphl to differentiate strains of Salmonella
serotype Enteritidis. Journal of Medical Microbiology, v. 47, p. 427-434, 1998.



33

LANDERAS, E. et al. Epidemiological differentiation of pathogenic strains of
Salmonella enteritidis by ribotyping. Journal of Clinical Microbiology, v. 34, p.
2294-2296, 1996.

LEE, R. Pulsed-Field Gel Electrophoresis of Genomic Digests Digests Demonstrates
Linkages among Food, Food Handlers, and Patrons in a Food-Borne Salmonella
Javiana Outbreak in Massachusetts. Journal of Clinical Microbiology, v. 36, p. 284-
285, 1998.

LIEBANA, E et al. Multiple genetic typing of Salmonella Enteritidis phage-types 4, 6,
7, 8 and 13a isolates from animals and humans in the UK. Veterinary Microbiology,
v. 100, p. 189-195, 2004.

LIEBANA, E. et al. Diversity of strains of Salmonella enterica serotype Enteritidis
from English poultry farms assessed by multiple genetic fingerprinting. Journal of
Clinical Microbiology, v. 39, p.154-161, 2001.

LIN, AW., USERA, A.M., BARRET, T.J., GOLDSBY, R.A. Application of random
amplified polymorphic DNA analysis to differentiate strains of Salmonella enteritidis.
Journal of Clinical Microbiology, v. 34, p. 870-876, 1996.

LING, J.M., KOO, I. C., KAM, K. M., CHENG, A. F. Antimicrobial susceptibilities and
molecular epidemiology of Salmonella enterica serotype Enteritidis strains isolated in
Hong Kong from 1986 to 1996. Journal of Clinical Microbiology, v. 36, p. 1693-
1699, 1998.

MATUSHEK, M. G. et al. Rapid preparation of bacterial DNA for pulsed-field gel
eletroforesis. Journal of Clinical Microbiology, v. 34, p. 2598-2600, 1996.

MILLEMANN, Y., LESAGE-DESCAUSES, M.C., LANFONT, J.P., CHASLUS-
DANCLA, E. Value of plasmid profiling, ribotyping, and detection of 1S200 for tracing
avian isolates of Salmonella typhimurium and S. enteritidis. Journal of Clinical
Microbiology, v. 33, p. 173-179, 1995.



34

MILLEMANN, Y. et al. Evaluation of 1S200-PCR and Comparasion with Other
Molecular Markers To Trace Salmonella enterica subsp. enterica Serotype
Typhimurium Bovine Isolates from Farm to Meat. Journal of Clinical Microbiology,
v. 38, p. 2204-2209, 2000.

MURAKAMI, K., HORIKAWA, K., OTSUKI, K. Epidemiological analysis of Salmonella
Enteritidis from human outbreaks by pulsed-field gel electrophoresis. Journal of
Veterinary Medical Science, v. 61, p. 439— 442, 1999.

MEUNIER, J. R.; GRIMONT, P. A. D. Factors affecting reproducibility of random
polymorphic DNA fingerprinting. Research in Microbiology, v.144, p. 373-379, 1993.

NASTASI, A.; MAMMINA, C. Epidemiology of Salmonella serotype Enteritidis
infections in southern Italy during the years 1980-1994. Research in Microbiology,
v.147, p. 393-403, 1996.

OLSEN, J.E. et al. Bacterial typing methods suitable for epidemiological analysis.
Applications in investigations of salmonellosis among livestok. Veterinary Quartely,
v.15, p. 125-135, 1993.

PHILIPS, C.A.; GEORGE, J. T. Guess what’s lurking in the lunch? Biologist, v. 41,
p. 76-80, 1994.

POWELL, N.G., THRELFALL, E.J., CHART, H., ROWE, B. Subdivision of Salmonella
Enteritidis PT4 by pulsed-field gel electrophoresis: potential for epidemiological
surveillance. FEMS Microbiology Letters, v. 119, p. 193-198, 1994.

PUNIA, P. et al. Pulsed-field electrophoretic fingerprinting of Salmonella indiana and
its epidemiologic applicability. Journal of Applied Microbiology, v. 84, p. 103-107,
1998.

RELATORIOS ANUAIS de ETA. Secretaria Estadual de Saude e do Meio Ambiente.
Divisédo de Vigilancia Sanitaria: 1987-1998. Porto Alegre, (2000). Nao paginado.



35

SENO, M.; SAKAKI, M.; OGAWA, H. Genotypic diversity of Salmonella Enteritidis
isolates from sporadic patients in limited areaduring one year. Journal of Infection,
v. 49, p. 291-296, 2004.

TENOVER, F.C. et al. Interpreting choromossomal DNA restriction patterns produced
by pulsed- field gel eletrophoresis: criteria for bacterial strain typing. Journal of
Clinical Microbiology, v. 33, p. 2233-2239, 1995.

THONG, K.L., NGEOW, Y.F., ALTWEGG, M., NAVARATNAM, P., PANG, T.
Molecular analysis of Salmonella Enteritidis by pulsed-field gel electrophoresis and
ribotyping. Journal of Clinical Microbiology, v. 33, p. 1070-1074, 1995.

TSEN, H.Y., LIN, J.S. Analysis of Salmonella Enteritidis strains isolated from food-
poisoning cases in Taiwan by pulsed field gel electrophoresis, plasmid profile and

phage-typing. Journal of Applied Microbiology, v. 91, p. 72-79, 2001.

VAN LITH, L. A; AARTS, H. J. Polymerase chain reaction identification of
Salmonella serotypes. Letters in Applied Microbiology, v.19, p. 273-276, 1994.

YANG, S.J. et al. Antimicrobial resistance in Salmonella enterica serovars Enteritidis
and Typhimurium isolated from animals in Korea: comparison of phenotypic and
genotypic resistance characterization. Veterinary Microbiology, v. 86, p. 295-
301,2002.

ZHAO S, QAIYUMI S, FRIEDMAN S, et al. Characterization of Salmonella enterica
serotype Newport isolated from humans and food animals. Journal of Clinical
Microbiology, v. 41, p. 5366-5371, 2003.

WEIDE-BOTJES, M. et al. Molecular typing of Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Hadar: evaluation and aplication of different typing methods. Veterinary
Microbiology, v. 61, p. 215-227, 1998.



3 Revisao bibliografica

3.1Doencas Transmitidas por Alimentos

A incidéncia de Doengas Transmitidas por Alimentos (DTA), bem como sua
notificagdo, tem aumentado no mundo todo (NORRUNG; BUNCIC, 2008; SOFQOS,
2008). Além disso, observa-se, a preocupacgao dos 6rgaos de vigilancia em saude de
diversos paises em criar redes e sistemas de vigilancia epidemioldgica para
notificacdo dessas doengas e caracterizagdo dos seus principais agentes causais
(SWAMINATHAN et al., 2001; BIEDENBACH et al., 2006; STREIT et al., 2006;
THRELFALL et al., 2006).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), ocorrem, no mundo, 14
milhdées de casos de toxinfecgdes alimentares, 60 mil hospitalizagdes e 1.800 mortes
por ano (WHO, 2004).

Nos Estados Unidos estima-se entre seis e 33 milhdes de casos de DTA por
ano, com cerca de 5.000 casos resultando em morte (MEAD et al., 1999), e gastos
de cerca de seis milhdes de ddlares anuais para o tratamento dessas doencas,
porém, estas cifras ndo incluem as perdas geradas nos sistemas de produgao e
comércio (LEITNER, 2004). Na Inglaterra, segundo Wheeler et al. (1999), ocorrem
cerca de 9,4 milhdes de casos de DTA por ano, sendo que apenas um em cada 136
casos é notificado aos servigos de saude publica.

No sul da América do Sul, no periodo compreendido entre 1995 e 2001,
38,1% dos surtos de DTA notificados ocorreram no Brasil, 24,8% no Chile, 11,1% na
Argentina, 8,3% no Peru, 8,2% no Uruguai, 6,3% no Paraguai e 3,2% no Equador.
Porém, a avaliagdo destes dados deve ser cautelosa, pois além da subnotificacdo,
os levantamentos epidemiolégicos podem ser precarios em alguns paises, néo
refletindo a realidade. Nestes mesmos paises, foram relatados 406 surtos e 16.304
casos de salmonelose nesse periodo (FRANCO et al., 2003).

De acordo com o Sistema de Monitorizagdo de Doencgas Diarréicas Agudas
do Ministério da Saude (MDDA/MS), somente no ano de 2004, ocorreram no Brasil
cerca de 2.400.000 casos de DTA. Dados do Sistema de Informacdes Hospitalares

(SIH) demonstraram que no periodo de 1999 a 2004 ocorreram mais de 3.400.000
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internagdes hospitalares causadas pela ingestdo de alimentos contaminados, sendo
que no periodo de 1999 a 2002 ocorreram, em média, 6.320 obitos por ano
(SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE - SVS, 2005).

Sabe-se, no entanto, que no Brasil ha dificuldades de levantamento e
acesso aos dados epidemiolégicos referentes as DTA, ja que os servigos de
Vigilancia Sanitaria sdo organizados de forma praticamente independente nos
estados e municipios e apresentam dificuldades expressivas em termos de pessoal
técnico disponivel, equipamentos, laboratorios de apoio e sistemas informatizados.

Numa tentativa de mudar esse quadro, a Secretaria de Vigilancia em Saude
(SVS), do Ministério da Saude, desenvolveu o Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemiolégica das Doengas Transmitidas por Alimentos (VE-DTA). Esse sistema foi
implantado em 1999, em parceria com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, o
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento e o Instituto Pan-Americano de
Alimentos da Organizagdo Pan-Americana da Saude (OPAS). O inicio das
notificagdes de surtos de DTA ocorreu em 1999 e até 2004, foram notificados ao
Ministério da Saude 3.737 surtos, dos quais 80% (2.989) foram concluidos sem
dados sobre o agente etioldgico, 8,4% pelo critério clinico-epidemioldgico e somente
15,5% (581) foram confirmados através de analise laboratorial de material clinico
e/ou alimentos envolvidos. Nesses surtos em que o0 agente etioldgico foi identificado,
Salmonella sp. foi o agente responsavel em 34,7% (202/581) enquanto
Staphylococcus aureus em 11,7%. Neste mesmo periodo, mais de 73.517 pessoas
foram acometidas por DTA, com registro de 38 ébitos (SVS, 2005).

O Rio Grande do Sul é um dos poucos estados brasileiros onde ha dados
epidemioldgicos sobre DTA ha mais de 20 anos. Esses dados, embora possam néo
refletir com exatiddo a realidade sobre essas doencas no Estado devido ao
problema da subnotificagdo, sdo bastante importantes para que sejam adotadas
medidas de controle e prevengao.

A investigacao dos surtos € realizada em conjunto pela Divisdo de Vigilancia
Epidemiolégica e a Divisdo de Vigilancia Sanitaria Estadual (DVS/RS) e, geralmente,
é feita apos uma denuncia ou notificagdo. Apos as notificagcbes de um surto a
Vigilancia, é realizada a coleta de amostras clinicas, de alimentos e de informacdes

epidemioldgicas. Os alimentos suspeitos sdo encaminhados para o Laboratoério
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Central do Estado (LACEN/RS) ou, quando necessario, a outros laboratorios de
universidades, onde sao realizadas as analises laboratoriais e de caracterizagao dos

microrganismos isolados dessas amostras (SILVEIRA, 2005).

3.2Salmonella sp. e salmonelose

Salmonella é reconhecida em todo o mundo como um dos principais
microrganismos causadores de DTA (LEE et al.,, 1994, TASSIOS et al., 1997,
MURESU et al., 2001; BAGER; HELMUTH, 2001, BOUVET et al., 2002, IZUMIYA et
al, 2003; ASSEVA et al., 2006).

Infecgbes por Salmonella sdo uma preocupagao mundial e estima-se que
95% dessas infecgbes sdo de origem alimentar. (HALD et al., 2004). O numero de
casos da doenga, com base em dados do FoodNet (CDC, 2005), € de 147 casos por
milhdo de pessoas, sendo que 40% dos casos ocorrem em individuos menores de
15 anos.

A contaminagdo dos produtos alimenticios com Salmonella gera graves
consequéncias para a saude e perdas econdmicas consideraveis, 0 que tem
estimulado alguns pesquisadores a investigar a capacidade de sobrevivéncia e as
vias de transmissdo deste organismo em diferentes animais (WINFIELD;
GROISMAN, 2003).

Em Sé&o Paulo, de 23 surtos de salmonelose avaliados, 22 foram causados
por alimentos contendo ovos, sendo que a grande maioria desses foi associado ao
consumo de ovos crus ou com cocgao insuficiente. Apenas um surto foi relacionado
ao consumo de carne de aves (PERESI et al., 1998).

No Rio Grande do Sul, segundo dados da Secretaria Estadual da Saude, a
salmonelose tem sido a DTA de maior ocorréncia desde 1993 (GEIMBA et al., 2004).

Tendo em vista a importancia da salmonelose entre as DTA no RS, muitos
estudos tém sido realizados buscando identificar a origem e os veiculos de
transmissao dessa doenga no Estado (COSTALUNGA; TONDO, 2002; SANTOS et
al.,, 2002, SILVEIRA; TONDO, 2006). Costalunga e Tondo (2002) avaliaram os
surtos de DTA ocorridos no periodo de 1997 a 1999, e relataram que Salmonella foi
responsavel por 35,7% dos 323 surtos alimentares investigados. Além disso,
verificaram que os alimentos preparados com ovos crus sem inspecao,

principalmente a maionese caseira, foram os principais responsaveis pelos surtos de
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salmonelose. Esses dados corroboram com os resultados obtidos por Nadvorny et
al. (2004) e por Oliveira et al. (2007). Nadvorny et al (2004) analisaram os surtos
causados por Salmonella sp no RS, em 2000, e observaram que os alimentos
preparados com ovos tiveram uma prevaléncia expressiva nesses surtos (72%). Ja
de acordo com Oliveira et al. (2007), no periodo de 2001 a 2002, 30,4% (24/79) dos
alimentos envolvidos em surtos de salmonelose no RS, eram preparagdes a base de

OVvos.

3.3Fatores de viruléncia e mecanismos de patogenicidade de Salmonella sp.

A expressdo de genes nas bactérias pode ser influenciada por uma
variedade de fatores, tais como temperatura, osmolaridade, teor de oxigénio, pH e
peptideos com atividade antimicrobiana, os quais podem afetar sua sobrevivéncia e
viruléncia (GALAN; CURTISS, 1990; RHEN; DORMAN, 2005). Em Salmonella
enterica um complexo sistema regulatorio coordena a expressdo de fatores de
viruléncia, permitindo a adaptagdo desse patdgeno a mudangas no ambiente
(FAHLEN et al., 2000; RHEN; DORMAN, 2005; BEN-BARAK et al., 2006).

Estes genes sao encontrados associados em cassetes de genes e operons,
chamados de llhas de Patogenicidade de Salmonella sp. (SPI). As llhas de
Patogenicidade de Salmonella sp. (SPI) codificam para uma série de fatores de
viruléncia, estabelecendo interacées especificas com o hospedeiro. Cinco SPI ja
foram identificadas, sendo que a SPI1 é necessaria para a invasao de células
epiteliais e indugdo da apoptose dos macréfagos (MILLS et al., 1995; AMAVISIT et
al., 2003; RHEN, DORMAN, 2005). Ja as SPI 2, 3 e 4 sdo necessarias para o
crescimento e sobrevivéncia da bactéria dentro dos macrofagos. Genes
relacionados a invasao (invA) e viruléncia (avrA) estéo localizados na SPI-1 (MILLS
et al., 1995; AMAVISIT et al., 2003). O gene invA tem sido amplamente utilizado
como alvo para identificagcdo de Salmonella por real-time PCR (MALORNY et al.,
2003, 2007; JACOBSEN; HOLBEN, 2007; NOVINSCAK et al., 2007).0 gene avrA,
por outro lado, esta envolvido na indugdo da morte programada das células e na
resposta inflamatodria do hospedeiro a infeccdo (BEN-BARAK et al., 2006).

Genes presentes na SPI 1 e 2 codificam o Sistema de Secrecéo tipo |l
(TTSS), cuja funcdo é formar um canal entre o interior e o exterior da membrana

bacteriana, permitindo o transporte de proteinas diretamente do citoplasma da
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bactéria para o citoplasma da célula hospedeira (OHL; MILLER, 2001; HURLEY;
McCORMICK, 2003; SCHMIDT; HENSEL, 2004).

Resumidamente, as infecgdes por Salmonella iniciam com a ingestdo de
agua ou alimento contaminados. Apos a ingestdo, se 0 microrganismo sobreviver ao
pH estomacal, se adere as células do epitélio através de diversos mecanismos,
especialmente fimbrias (RYCHLIK; BARROW, 2005). Apdés a adesao as células
apicais da superficie intestinal, ocorrem profundos rearranjos no citoesqueleto das
células do hospedeiro, induzindo a formagao de dobras na membrana que englobam
a bactéria em grandes vesiculas (OHL; MILLER, 2001). Uma vez dentro da célula, a
bactéria permanece em um vacuolo e é transportada através do citoplasma,
entrando na lamina propria, via endocitose. Em seguida, inicia-se o processo de
inflamacao e a liberagcdo de prostaglandinas, causando desequilibrio eletrolitico, o
que resulta em diarréia (PATEL et al.,, 2005). A severidade da infeccédo e a
permanéncia ou disseminacao sistémica dependera da resisténcia do hospedeiro e
da viruléncia das cepas (DARWIN; MILLER, 1999; JIMENEZ; CASTRO, 2003).

3.4 Adaptacao e resisténcias acida e térmica em Salmonella Enteritidis

Geralmente os patdgenos aumentam sua resisténcia aos acidos mediante
exposicao a baixo pH, em niveis subletais, durante a fase de crescimento
exponencial (LEYER; JOHNSON,1992; JORDAN et al., 1999; PHAN THANH,;
MAHOUIN; ALIGE, 2000).

Salmonella apresenta respostas adaptativas induzidas em diversas
condigcbes de estresse, incluindo presenca de acidos, de sais e aumento de
temperatura de incubacdo (INGRAHAM, 1987). Isolados exibindo maior resisténcia
térmica e acida podem aumentar a capacidade de sobrevivéncia ao tratamento
térmico e a passagem pelo estbmago (HUMPHREY et al.,1995).

Wilde et al. (2000) relataram que a tolerancia acida e térmica de isolados de
Salmonella enterica sorotipo Enteritidis PT4 foi nitidamente mais elevada quando as
células foram cultivadas, durante a fase estacionaria, em triptona de soja comercial
(TSB) ou infusao cérebro-coragao (BHI) contendo glicose, do que quando as células
foram cultivadas em qualquer caldo nutriente de triptona.

Em termos moleculares, um fator sigma da RNA polimerase (RpoS) é
induzido na fase estacionaria de crescimento de Salmonella. Este fator regula um

grupo de sistemas genéticos que contribuem para aumentar a viruléncia, a
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resisténcia térmica e osmotica e a resisténcia ao estresse oxidativo o que, em geral,
contribui para o aumento do potencial de sobrevivéncia de Salmonella (DODD et al.,
1997). O fator sigma RpoS € necessario para a transcricdo de diversos genes
envolvidos na adaptacao de Salmonella ao estresse ambiental, assim como estresse
oxidativo, falta de nutrientes e choque acido (FANG et al., 1999).

Segundo Humphrey et al. (1995), a fase de crescimento em que a S.
Enteritidis se encontra influencia a sua destruicdo pelo calor e pela acidez, sendo
que a bactéria se torna mais resistente na fase estacionaria. Os autores também
demonstraram que o valor D (tempo para inativar 90% da populacédo de
microrganismos a uma dada temperatura), com as culturas na fase estacionaria, foi
significativamente maior para isolados provenientes de humanos que para isolados
oriundos de frangos.

Malheiros et al. (2007) avaliaram a cinética de crescimento, a resisténcia
acida e a resisténcia térmica de uma cepa de S. Enteritidis isolada de alimentos
envolvidos em surtos no RS e compararam com cepas de S. Typhimurium e S.
Bredeney nao provenientes de surtos. Em meio de cultura, a cinética de crescimento
a 30°C foi semelhante para todos os sorotipos, porém, em salada de batata com
maionese, S. Enteritidis apresentou maior taxa de crescimento nas primeiras 6 horas
de incubacdo. No que se refere a resisténcia acida e térmica, a exposicao a
diferentes pH e temperaturas demonstrou que S. Enteritidis apresentou maior
capacidade de adaptagdo acida que S. Typhimurium e S. Bredeney e, tanto as
células de S. Enteritidis acido adaptadas quanto aquelas que nao sofreram
adaptacdo acida, apresentaram maior resisténcia térmica em temperaturas
superiores a 56°C.

Kanellos e Burriel (2005) observaram que S. Enteritidis foi mais resistente
ao acido lactico que S. Typhimurium e S. Indiana, confirmando que sorotipos
diferentes podem apresentar resisténcias diferentes. Contudo, a termoresisténcia de
sorotipos de Salmonella pode ser aumentada devido a alteragdes na acidez,
atividade de agua, microbiota acompanhante, alteragcdo no conteudo de sodlidos
totais, mudangas na formulagdo ou caracteristicas dos alimentos (DOYLE;
MAZZOTA, 2000).

Perez (2008) estudou a sobrevivéncia de sorotipos de Salmonella em fluido

gastrico simulado (pH 1,5) e a sua capacidade de invaséo intestinal. Cepas de
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acido-adaptadas apresentaram uma sobrevivéncia significativamente maior (p <0,05)
que S. Typhimurium acido-adaptadas e também que as cepas nao adaptadas de S.
Enteritidis. Os mesmos pesquisadores demonstraram que S. Enteritidis acido-
adaptadas apresentaram maior contagem no ileo-ceco que as outras cepas,
sugerindo que a adaptacédo acida influenciou na capacidade de invasdo deste

microrganismo.

3.5Aderéncia de Salmonella sp. a superficies

O fenbmeno da formacdo de biofilme por Salmonella em superficies
utilizadas no processamento de alimentos tem sido bastante estudado (SINDE;
CARBALLO, 2000; JOSEPH et al, 2001; GIAOURIS; NYCHAS, 2006).

A adesao bacteriana a superficies depende de muitos fatores, incluindo a
natureza do material, a energia livre, a hidrofobicidade e a composi¢cdo quimica da
superficie, bem como a presenga de proteinas (HOOD; ZOTOLLA, 1997;
CARBALLO et al., 1992; SINDE; CARBALLO, 2000).

Giaouris e Nychas (2006) avaliaram a formacao de biofilmes por Salmonella
Enteritidis PT4, em aco inoxidavel, apos 18 dias de incubacdo. Os autores relataram
que esse sorotipo foi capaz de formar um biofilme consistente, chegando a 10°
UFC/cm? quando o meio de cultura foi reposto.

A capacidade desse sorotipo em aderir ao ago inoxidavel e ao polietileno foi
avaliada por Machado (2007). Esses autores verificaram que ndo houve diferenca
significativa nos niveis de aderéncia do sorotipo S. Enteritidis quando comparado

aos sorotipos S. Typhimurium e S. Bredeney.

3.6Resisténcia de Salmonella sp. a sanificantes

Borowsky et al. (2006) avaliaram a sensibilidade e resisténcia de 96
amostras de S. Typhimurium isoladas de suinos, no Rio Grande do Sul, frente aos
compostos quaternario de amoénio e iodofor em diferentes tempos de contato. Foi
constatado que as amostras de S. Typhimurium testadas apresentaram
sensibilidade ao quaternario de amdnio em cinco minutos de exposi¢cao, porém o
mesmo resultado s6 foi atingido com iodofor com um tempo de contato de 60

minutos.
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A resisténcia de S. Enteritidis, S. Typhimurium e S. Bredeney aos
desinfetantes acido peracético, hipoclorito de so6dio e compostos quaternarios de
amoénio foi avaliada por Machado (2007), utilizando o teste de suspensdao com
presenca de matéria organica. Os autores demonstraram que, nas concentragdes
indicadas pelo fabricante, os trés compostos foram capazes de inativar os trés
sorotipos de Salmonella. Entretanto, na concentragdo de 200ppm de hipoclorito de
sédio, comumente utilizada em industrias de alimentos, o sorotipo S. Enteritidis foi o
mais resistente, uma vez que sobreviveu até 15 minutos de exposigdo ao

sanificante.

3.7Técnicas fenotipicas de caracterizacao de Salmonella sp.

Uma caracterizagdo detalhada das cepas é essencial para o sucesso de
investigacdes epidemiologicas. As principais técnicas fenotipicas utilizadas para
esse fim sdo a sorologia e o perfil de resisténcia a antibiéticos. A Fagotipificagéo
também tem sido utilizada para diferenciagcdo de cepas, mas essa técnica sé esta
disponivel para um numero limitado de sorotipos (RIDLEY; THRELFALL; ROWE,
1998).

3.7.1 Sorotipificagao e importancia do sorotipo S. Enteritidis nas
salmoneloses

Sorotipificagcdo € amplamente usada para classificar isolados de Salmonella
dentro de sorogrupos de acordo com a variabilidade de seus antigenos de
superficie. Esta técnica é baseada na classificagdo sorolégica do lipopolissacarideo
(antigeno O), das proteinas flagelares (antigeno H) e polissacarideos capsulares
(antigeno Vi). O esquema de Kauffmann—White, geralmente usado para a
classificagdo de sorotipos de Salmonella reconhece 46 sorotipos O e 114 antigenos
H, resultando em 2523 diferentes sorotipos (POPOFF; BOCKEMUHL; GHEESLING,
2003). Além disso, € também uma ferramenta de caracterizagao fenotipica que pode
ser usada em estudos epidemioldgicos para o acompanhamento das tendéncias e
variagbes de sorotipos ao longo do tempo (OLSEN et al., 1994; BRENNER;
MCWHORTER-MURLIN, 1998; JOHNSON et al., 2001).

A classificagdo através de sorologia foi reconhecida como técnica padrao

para a classificagdo de Salmonella em investigacdo de surtos antes do
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desenvolvimento de métodos moleculares de tipificagdo (BELTRAN et al., 1988;
OLSEN et al., 1993; BURR et al., 1998).

Os sorotipos predominantes mudam ao longo do tempo e diferem de uma
area geografica para outra, sendo que atualmente o sorotipo S. Enteritidis é o mais
isolado em diversas partes do mundo, inclusive no Brasil (RODRIGUE et al., 1990;
STANLEY et al., 1992; LANDERAS et al., 1996; SCUDERI et al., 1996; NYLEN et
al., 1999; LACONCHA et al., 2000; LOPALCO et al., 2000; TAVECHIO et al., 2002).

Nos Estados Unidos e em muitos paises da Europa, como Inglaterra e Italia,
desde 1980, relata-se uma grande incidéncia de surtos de salmoneloses
relacionados com o consumo de ovos ou alimentos contendo ovos contaminados
com S. Enteritidis (PERALES; AUDICANA,1989; RODRIGUE et al.,1990; SILVA;
DUARTE, 2002). S. Enteritidis também foi o principal sorotipo envolvido nos casos
de salmonelose na Bulgaria no periodo de 1999 a 2004 (ASSEVA. et al., 2006).

A pandemia de S. Enteritidis pode ter comegcado em meados da década de
1980 quando esse sorotipo passou a ser 0 mais freqientemente isolado a partir de
humanos e de animais em diversas partes do mundo (PERALES; AUDICANA,1989;
RODRIGUE et al.,1990; SILVA; DUARTE, 2002).

Tavechio et al (1996) utilizaram a classificagcdo por sorologia em 5.490
isolados de Salmonella entre os anos de 1991 e 1995, em S&o Paulo. Os autores
encontraram 81 sorotipos diferentes, sendo que S. Enteritidis correspondeu a
somente 1,2% do total de isolados em 1991, passando a 2% em 1992, 10% em
1993, 43,3% em 1994 e atingindo 64,9% em 1995. Num periodo posterior, também
no Estado de Sao Paulo, Tavechio et al. (2002) identificaram 123 sorotipos distintos
ao analisarem 4.581 cepas de Salmonella isoladas de fontes ndo-humanas, sendo
que a S. Enteritidis continuou o sorotipo prevalente (32,7%), seguido de S.
Senftenberg (10,3%), S. Hadar (6,8%), S. Agona (5,1%) e S. Typhimurium (2,4%).

Na Europa, nos anos de 2000 e 2002, S. Enteritidis totalizou 79 e 84%,
respectivamente dos isolados de humanos (CDC, 2005). Dados do Enter-Net
confirmam essa prevaléncia, porém com propor¢gdes um pouco menores: 68 e 71%
(FISHER, 2004).

Resultados de investigagdes epidemioldgicas de surtos de salmoneloses
ocorridos na Europa, Estados Unidos e em outras regides do mundo reforcam a

importancia de alimentos contaminados com S. Enteritidis como o principal veiculo
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de infeccdo para o homem e destacam o perigo potencial para a saude da
populacédo (KUHN, 1995; NASTASI; MAMMINA, 1996, GEIMBA et al., 2004).

Esse sorotipo vem sendo isolado tanto em fontes humanas quanto de
alimentos, emergindo como um grande problema econémico e de saude publica
(SILVA; DUARTE, 2002).

No periodo de janeiro de 1990 a dezembro de 1999, no Instituto Adolfo Lutz,
em Sao Paulo, foram isoladas 324 cepas de Salmonella, sendo 155 de infec¢des
humanas e 169 de alimentos destinados ao consumo humano. Dos 17 diferentes
sorotipos identificados a partir de infecgdes humanas, S. Enteritidis foi o
predominante (75%). A prevaléncia desse sorotipo foi observada também nos
isolados de alimentos (56,2%) (ALMEIDA, 2000).

De acordo com dados da Secretaria da Saude do Estado do Rio Grande do
Sul, em 1990, S. Typhimurium foi isolada de 86% dos alimentos envolvidos em
salmoneloses e nao houve relatos envolvendo S. Enteritidis. No entanto, no ano de
1993, S. Enteritidis foi encontrado em 64% dos alimentos relacionados aos surtos,
enquanto S. Typhimurium foi isolada em apenas 4% desses alimentos (GEIMBA et
al., 2004). A predominancia desse sorotipo manteve-se no periodo de janeiro de
2003 a junho de 2006, quando, das 130 amostras analisadas, 114 (87,7%) foram
sorotipificadas como S. Enteritidis (de PAULA, 2006).

O aumento repentino no isolamento de S. Enteritidis pode ser atribuido ao
sucesso das campanhas de erradicacado de S. Gallinarum e S. Pullorum, causadoras
do tifo aviario e da diarréia bacilar em frangos. Essas campanhas possibilitaram a
abertura de um novo nicho ecolégico que vem sendo ocupado, desde entdo, por
este sorotipo (BAUMLER et al., 2000).

Embora a S. Enteritidis tenha sido frequentemente envolvida com as
salmoneloses no RS nos ultimos anos, outros sorotipos tém sido encontrados em
alimentos ou no ambiente de industrias de alimentos. Como exemplo disso, Bessa et
al. (2004) demonstraram que os sorotipos S. Bredeney e S. Typhimurium foram
isolados em 12% e 24,3%, respectivamente, das 300 amostras de suinos
analisadas. Em outro estudo, Castagna et al. (2004) sorotipificaram Salmonella sp.
isoladas de 60 amostras de suinos portadores, encontrando 24,1% de S. Bredeney e
20,7% de S. Typhimurium. No mesmo estudo, foram isoladas 33,8% de S. Bredeney
e 11,0% de S. Typhimurium em amostras de massa utilizadas na fabricagao de
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embutidos tipo frescal. Entretanto, cabe ressaltar que ha poucos registros do
envolvimento do sorotipo S. Bredeney em surtos alimentares no RS e atualmente, S.
Typhimurium raramente tem sido envolvida em DTA, nesse Estado.

No periodo de 1999 a 2000, S. Enteritidis foi o sorotipo predominante no
RS, uma vez que 76 (97%) cepas de Salmonella sp. isoladas de alimentos
envolvidos em surtos no Rio Grande do Sul, pertenciam a esse sorotipo (GEIMBA et
al., 2004). Num periodo posterior, 2001 a 2002, dentre as cepas de Salmonella
isoladas de alimentos envolvidos em surtos no mesmo Estado, 93% (79/85)
pertenciam ao sorotipo S. Enteritidis. (OLIVEIRA et al., 2006). Apesar disso, as
caracteristicas fisiologicas que permitiram a esse sorotipo tornar-se o principal
patégeno alimentar no RS e em diversos paises ainda ndao estdo completamente

esclarecidas, ressaltando a importancia de pesquisas sobre esse microrganismo.

3.7.2 Fagotipificagao

A técnica de fagotipificagdo € uma das ferramentas mais comumente
empregadas para a diferenciagédo primaria de isolados de Salmonella. Desde 1950 a
fagotipificacdo tem sido a técnica de escolha para a diferenciagéo entre cepas de um
mesmo sorotipo nos laboratorios de referéncia,, embora apresente restricdes quanto
a custos, demanda de tempo e pessoal capacitado, aliado ao fato de que nem todos
os sorotipos de Salmonella possuem sistemas de fagotipificagdo padronizados
(THRELFALL; FROST, 1990; RIDLEY; THRELFALL; ROWE, 1998).

Pang et al. (2005) utilizaram essa técnica para tipificar 107 cepas de S.
Enteritidis isoladas na Alemanha e identificaram 27 fagotipos, sendo o fagotipo PT4
0 mais prevalente (29,9%). Esse mesmo fagotipo foi o mais encontrado entre os
isolados de Taiwan (TSEN; LIN, 2001; PANG et al., 2005, 2007).

A fagotipificagdo tem sido usada para monitorar a disseminagdo de cepas
especificas de S. Enteritidis. No entanto, tornou-se claro que a maioria dos isolados
de S. Enteritidis pertencem a um limitado numero de fagotipos. Na Europa Ocidental,
PT4 (50,3%), PT1 (13,4%) e PT8 (8,2%) foram os fagotipos predominantes para
isolados clinicos durante o periodo de 1998 a 2003 (FISHER et al., 2004).

Fernandes et al. (2003) analisaram 105 isolados de S. Enteritidis no Estado
de Sao Paulo, no periodo de 1975 a 1995 e verificaram que o fagotipo PT-8

predominou no periodo de 1975 a 1992. No periodo subsequente (1993 a 1995) PT-
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4 foi o fagotipo prevalente. Nesse mesmo Estado, Peresi et al. (1998) avaliaram os
principais fagotipos de S. Enteritidis isoladas de fezes de pacientes acometidos de
salmonelose (n= 87) e de alimentos envolvidos em surtos (n=38 amostras de 18
surtos), no periodo de 1993 a 1997, e verificaram que o fagotipo PT-4 foi prevalente,
com 80,5% dos isolados de coproculturas e todos os isolados de alimentos
pertencendo a esse fagotipo.

Também no RS, Santos et al. (2004) verificaram que o fagotipo PT-4
predominou entre isolados de S. Enteritidis oriundos de carcagas de frango,
alimentos e material clinico de humanos envolvidos em casos de salmonelose.

Embora a fagotipificacdo seja util na subtipificacdo de S. Enteritidis de
diferentes fontes, essa técnica apresenta poder de discriminagao insuficiente quando
um unico fagotipo é predominante em isolados de varias origens e num grande
intervalo de tempo, sendo necessario utilizar métodos adicionais de caracterizagao
(FERNANDES et al.,2003).

3.7.3 Susceptibilidade de Salmonella sp. a antimicrobianos

A analise da resisténcia a antimicrobianos tem sido bastante utilizada,
juntamente com outros métodos de tipificagcdo, para caracterizacédo de Salmonella
enterica tanto no Brasil (BESSA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2006; GEIMBA et al.,
2004), quanto em paises como Espanha (CARRAMINANA, et al., 2004), Singapura
(LING; WANG, 2001), Korea (YANG et al.,, 2002), Tailandia (PADUNGTOD;
KANEENE, 2006), Franca (BIENDO et al., 2005), Senegal (STEVENS et al., 2008),
Grécia (TASSIOS et al.,, 1997), entre outros (SWAMINATHAN et al., 2001;
BIEDENBACH et al., 2006; STREIT et al., 2006; THRELFALL et al., 2006).

De modo geral, S. Typhimurium tem apresentado maiores indices de
resisténcia aos antimicrobianos que S. Enteritidis e, portanto, vém apresentando
perfis fenotipicos mais variados, como no caso de S. Typhimurium DT 104, a qual
apresenta resisténcia cromossbmica a ampicilina, tetraciclina, estreptomicina,
cloranfenicol e sulfonamidas. Essa caracteristica foi observada por Yang et al.
(2002) ao estudarem o perfil de multiresisténcia de S. Enteritidis e S. Typhimurium
isoladas de animais. Os autores verificaram uma ocorréncia de 100% de S.
Typhimurium multiresistentes (resistente a mais que dois antimicrobianos) e de

apenas 21% para S. Enteritidis. Breuil et al. (2000), na Franga, também observaram
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valores baixos de multiresisténcia dentre amostras de S. Enteritidis isoladas de
individuos acometidos de salmonelose e de animais infectados, nos anos de 1994 e
1997. Esses autores relatam ainda, que S. Typhimurium, o outro sorotipo mais
predominantemente encontrado, apresentou altas taxas de resisténcia aos
antimicrobianos testados.

Em conjunto com o aumento de registros de casos de salmonelose, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) verificou um aumento na incidéncia de
Salmonella resistentes a antimicrobianos, bem como a emergéncia de linhagens
multiresistentes oriundas de animais e de humanos (BRISABOIS et al.,, 1997;
BIEDENBACH et al., 2006; PRIETO et al., 2009). Assim, existe a necessidade de
vigilancia e de investigagdo para abordar a questdo do desenvolvimento da
resisténcia antimicrobiana em cepas isoladas de alimentos e de humanos e de seu
controle, j4 que uma vez estabelecidas, essas resisténcias podem prejudicar o
tratamento das infecgdes causadas por esse microrganismo (KIESSLING et al.,
2002, ANTOINE et al, 2006).

Apesar de a gastrenterite ser a sindrome mais frequente, Salmonella
também pode ocasionar enfermidades extra-intestinais severas, como por exemplo,
bacteremias, meningites ou osteomielites (BUTAYE et al., 2006). Quando o
tratamento com antimicrobianos era necessario, ampicilina e sulfametoxazol-
trimetoprim foram as drogas de escolha durante muitos anos. No entanto, por causa
do aumento da resisténcia a esses antimicrobianos, o uso de fluoroquinolonas (em
adultos) e cefalosporinas de amplo espectro (em criangas) tem se tornado comum
(HOHMANN, 2001; THRELFALL, 2002; PARRY, 2003). O extensivo uso de
antimicrobianos na medicina humana, veterinaria e em racdes animais como
promotores de crescimento tem sido apontado como uma das causas do aumento
na disseminagdo de bactérias resistentes a determinadas drogas (CRUCHAGA et
al., 2001; THRELFALL et al., 2006).

Estudos tém demonstrado resisténcia a antimicrobianos em Salmonella
isoladas de alimentos de origem animal e de humanos (BOONMAR et al., 1998;
HANSON et al., 2002), inclusive resisténcia a antimicrobianos relativamente novos,
como azitromicina e ciprofloxacina (ISENBARGER et al., 2002), sugerindo a
propagacao de cepas resistentes transmitidas da cadeia alimentar para humanos.

No entanto, ha limitadas informacdes sobre a correlagdo entre as cepas de
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Salmonella isoladas de alimentos e as isoladas de humanos. Além disso, devido a
complexidade das vias de transmissdo de Salmonella dos alimentos de origem
animal para humanos, é dificil atribuir ao uso de antimicrobianos em animais os

problemas de saude em humanos (PHILLIPS et al., 2004).

Segundo Silva e Duarte (2002), as linhagens de S. Enteritidis provenientes
de aves tém apresentado alta sensibilidade aos antibidticos de uso comum em
avicultura, incluindo as quinolonas. Entretanto, o aumento da resisténcia a agentes
antimicrobianos e o surgimento de cepas multiresistentes tém sido observados em
isolados de origem clinica.

Em um estudo realizado na Inglaterra e Pais de Gales, que avaliou a
incidéncia de resisténcia em S. Enteritidis relacionada ao uso de antimicrobianos em
medicina veterinaria, foi observado que o aumento da utilizagdo de tetraciclina nao
teve impacto significativo na ocorréncia de resisténcia a essa droga. Ao mesmo
tempo, o declinio no uso de trimetoprima nao refletiu na reducdo da ocorréncia de
resisténcia a este antimicrobiano em S. Enteritidis e S. Typhimurium (THRELFALL et
al., 2006). Porém, Cruchaga et al. (2001) ao estudarem a incidéncia de resisténcia
em 1.710 isolados de Salmonella provenientes de animais (238 amostras), de
humanos (1.051 amostras) e de alimentos (421 amostras), na Espanha, durante o
ano de 1998, observaram que o perfil de resisténcia aos antimicrobianos,
encontrado nas amostras isoladas de humanos, foi muito similar ao encontrado nas
amostras isoladas de alimentos.

Antibiéticos como tetraciclinas e sulfonamidas tém sido amplamente
utilizados na produgéo de suinos no Brasil, e este fato pode explicar as altas taxas
de resisténcia que foram encontradas por Mirmann et al. (2009) em isolados de
Salmonella provenientes de linguiga suina do tipo frescal. Por outro lado, o uso de
cloranfenicol na produ¢do animal foi proibido no Brasil ha mais de dez anos e os
mesmos pesquisadores observaram resisténcia a esse antibidtico em 27,8% nas
cepas analisadas.

A resisténcia ao acido nalidixico tem sido associada com diminuicdo da
susceptibilidade as fluoroquinolonas. Isso € observado através da resisténcia ao
acido nalidixico, associado ao aumento da concentragao inibitéria minima (CIM) da

ciprofloxacina (PIDDOCK, 2002). Além disso, resisténcia a cefalosporinas devido a
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producéo de B-lactamases também tem sido observada em diferentes sorotipos, em
diversos paises (PARRY, 2003; YAN et al., 2003, GORMAN; ADLEY, 2004).

Threlfall et al. (2003) conduziram um estudo sobre susceptibilidade de
Salmonella a antimicrobianos, em 10 paises europeus, e verificaram que 14% dos
isolados de Salmonella exibiram resisténcia ao &cido nalidixico (CIM > 16 mg mL™"),
com concomitante diminuicdo da susceptibilidade a ciprofloxacina (CIM 0,25-1,0 mg
mL"). Além disso, 0,5% dos isolados clinicos apresentaram resisténcia a
ciprofloxacina (CIM > 1,0 mg mL"). Outros estudos observaram resultados
semelhantes, entre os quais se destacam um estudo na Finlandia, que documentou
a reducado da suscetibilidade a ciprofloxacina, a uma taxa de 6,4% para isolados
coletados durante o periodo de 1995 a 1999 (HAKANEN et al., 2001). O mesmo
estudo constatou que um aumento anual na resisténcia a fluoroquinolona durante o
periodo do estudo foi confirmado pela analise de regressao logistica. Em outro
estudo, realizado na Dinamarca durante o periodo de 1995 a 2000, foi observado um
aumento da resisténcia ao acido nalidixico de 0,8% em 1995 para 8,5% em 2000
(MOLBAK et al., 2002). O aumento da resisténcia a essa classe de antimicrobianos
de uso terapéutico em humanos pode acarretar falhas no tratamento das
salmoneloses e o desenvolvimento de resisténcia in vivo as fluoroquinolonas, o que
reduz a eficacia frente a infecgdes invasivas por Salmonella (PIDDOCK et al. 1993;
KRISTIANSEN et al., 2003; RUPALI et al., 2004).

Na ultima década, tem sido observado um aumento na freqiéncia de altos e
moderados niveis de resisténcia ao acido nalidixico e fluoroquinolonas,
respectivamente, em isolados clinicos do sorotipo S. Enteritidis (GUERRA,;
SCHRORS; MENDOZA, 2000; SOTO et al.,, 2001, CERRO; SOTO; MENDOZA,
2003).

No RS, entre os anos de 1999 e 2006 foi observado um aumento na
resisténcia ao acido nalidixico em S. Enteritidis isoladas de alimentos envolvidos em
surtos. Em 1999, 9,1% dos isolados eram resistentes a esse antibidtico, sendo que
em 2006 este percentual chegou a 66,7%. Além disso, apesar da ciprofloxacina ter
se mantido entre os antimicrobianos com maiores percentuais de sensibilidade,
houve um aumento na resisténcia intermediaria neste periodo (GEIMBA et al., 2004,
OLIVEIRA et al., 2006, de PAULA, 2007).
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Apesar da resisténcia em S. Enteritidis ser considerada menor que a
resisténcia apresentada por algumas cepas de S. Typhimurium (YANG et al., 2002),
€ cada vez mais frequente o isolamento de S. Enteritidis resistentes (BREUIL et al.,
2000).

Threlfall et al.(2006) analisaram a resisténcia a tetraciclinas, trimetoprim,
ampicilina e acido nalidixico e ciprofloxacina em cepas de S. Enteritidis e de S.
Typhimurium, os dois sorotipos prevalentes em infecgcbes humanas na Inglaterra e
Pais de Gales, nos anos de 2000, 2002 e 2004. Os autores observaram que a
incidéncia de S. Enteritidis com resisténcia ao acido nalidixico e com diminui¢cao da
suscetibilidade a ciprofloxacina aumentou significativamente (11% para 26%) entre
2000 e 2004, enquanto os niveis gerais de resisténcia em S. Typhimurium cairam
25%. Para S. Enteritidis, os fatores relacionados ao aumento da incidéncia de
resisténcia foram estrangeiros em viagem e o consumo de alimentos importados
contaminados com cepas resistentes. Para esse sorotipo, a resisténcia a pelo
menos um antimicrobiano aumentou de 19% em 2000 para 35% em 2004. Os niveis
de resisténcia multipla continuaram baixos, com menos de 3% dos isolados
apresentando essa caracteristica. Também foi observado um aumento na incidéncia
do fagotipo PT1 com resisténcia ao acido nalidixico e diminuigdo na susceptibilidade
a ciprofloxacina, de 43% em 2000 para 76% em 2004.

Num estudo realizado no estado de Sao Paulo, Fernandes et al. (2003)
avaliaram a resisténcia a antimicrobianos de 105 S. Enteritidis e verificaram altos
indices de susceptibilidade, sendo que 66,7% foram sensiveis a todas as drogas
testadas. Os autores observaram que todas as cepas multirresistentes (8,5%) foram
isoladas de pacientes hospitalizados.

No estado do Rio Grande do Sul, diversos estudos tém sido delineados com
o0 objetivo de avaliar o perfil de resisténcia/suscetibilidade de linhagens de S.
Enteritidis envolvidas em surtos de DTA. Geimba et al. (2005) avaliaram a
resisténcia a antimicrobianos de 73 S. Enteritidis isoladas de alimentos envolvidos
em salmoneloses ocorridas entre 1999 e 2000, e verificaram que 37% apresentaram
resisténcia a estreptomicina, 13,7 % foram resistentes a neomicina e 13,7% a
gentamicina. A maioria das cepas foi sensivel a todas as drogas testadas, contudo,
a resisténcia a mais de uma droga foi verificada em 23% das cepas, e uma delas foi

resistente a quatro antimicrobianos diferentes (neomicina, canamicina,
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estreptomicina e acido nalidixico). Oliveira et al. (2006), analisaram 79 S. Enteriditis
isoladas de alimentos relacionados aos surtos ocorridos no periodo de 2001 a 2002.
Os autores demonstraram que, também nesse periodo, a maior parte das cepas
analisadas foi sensivel a todos os antimicrobianos testados, sendo que as maiores
porcentagens de resisténcia foram verificadas para o acido nalidixico (21,5%),
gentamicina (12,7%), e estreptomicina (11,4%). A multiresisténcia foi observada em
16,46% das cepas, sendo que duas foram resistentes a quatro drogas e uma foi
resistente a trés antimicrobianos. Ja Vaz et al. (2007) estudaram S. Enteritidis (n=96)
isoladas de alimentos e humanos envolvidos em surtos de salmonelose e de
produtos avicolas, e observaram que 43,75% apresentaram sensibilidade a todos os
12 antimicrobianos testados. As maiores porcentagens de resisténcia foram
observadas para sulfonamidas (33,33%), trimetroprima-sulfametoxazol (25%) e
acido nalidixico (14,58%).

No mesmo Estado, de Paula (2006) analisaram 114 S.Enteritidis isoladas
entre janeiro de 2003 e junho de 2006, e verificaram que 63,16% apresentaram
resisténcia multipla. Ja Oliveira et al (2005) avaliaram a resisténcia a antimicrobianos
de S. Enteritidis isoladas de carcagas de frango, alimentos e humanos, encontrando
resisténcia multipla em 51,6% dos isolados entretanto, n&o foi verificada resisténcia
a ciprofloxacina, e cerca de 90% dos isolados foi resistente a pelo menos um
antimicrobiano.

A resisténcia a antimicrobianos geralmente decorre da aquisigcdo de genes
de resisténcia carreados por plasmideos ou transposons, trocados entre bactérias
da mesma espécie ou entre diferentes espécies. Na auséncia de pressio seletiva,
estes elementos podem ser perdidos e como o uso clinico de antibiéticos difere de
pais para pais, é esperado que surjam diferentes padrées de resisténcia entre cepas
de Salmonella sp. isoladas de humanos em diferentes paises (NORMARK;
NORMARK, 2002; MAISNIER-PATIN et al., 2002; GILLESPIE et al., 2005; BUTAYE
et al., 2006). Assim, diferentes cepas podem desenvolver padrées de resisténcia
semelhantes, da mesma forma que isolados pertencentes ao mesmo grupo clonal
podem diferir no perfil de sensibilidade (ARBEIT, 2001).

E importante salientar que algumas medidas vém sendo tomadas para

reduzir a emergéncia de cepas resistentes. Dentre essas se destaca que a Unido
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Européia passou a proibir o uso de qualquer antimicrobiano como promotor de
crescimento em animais, partir do ano de 2006 (CAPRIOLI et al., 2000).

3.8 Técnicas moleculares de caracterizagao de Salmonella sp.

A caracterizacdo molecular de linhagens patogénicas € fundamental para
fins epidemiologicos. Nas ultimas décadas, a identificacdo de linhagens bacterianas
baseada em caracteristicas fenotipicas cedeu espago para as abordagens
genotipicas realizadas através de técnicas de biologia molecular. Técnicas baseadas
na analise do genoma bacteriano tém sido amplamente utilizadas para
caracterizagdo genotipica de isolados clinicos de Salmonella associados com
infeccbes nosocomiais. Em estudos epidemiolégicos de doengas infecciosas, existe
frequentemente um interesse na identificacdo de fontes de infeccdo e vias de
transmissao. Pressupde-se que o isolado de um organismo patogénico, com um
genodtipo idéntico ou similar a outro, tem um ancestral comum, ou seja, esses
patdogenos apresentam uma relagdo clonal (UPHOLT, 1977; OLSEN et al., 1993;
SALAMON et al., 2000; LIEBANA et al., 2003).

Quando se podem obter informa¢des demonstrando proximidade geografica
e temporal, a similaridade genética pode indicar uma fonte comum de infecgéo
(TENOVER et al., 1995; SALAMON et al., 2000). Assim, uma estimativa precisa da
similaridade genética é um fator critico para fazer inferéncias sobre as rotas de
transmissao.

O principio basico dessas técnicas € que isolados epidemiologicamente
relacionados sao provenientes da expansao clonal de um unico precursor e
partiiham caracteristicas que diferem das de isolados independentes. A utilidade de
uma determinada caracteristica (fenotipica ou genotipica) para a caracterizagao esta
relacionada com a sua estabilidade dentro de um grupo clonal e sua diversidade
dentro da espécie, o que reflete a diversidade genética evolutiva decorrente de
mutac¢des ndo-letais ao longo do tempo (MASLOW et al., 1993).

As técnicas de tipificacdo molecular para caracterizagcdo de isolados de
Salmonella que usam restricdo com endonucleases, digestdo e amplificagdo de
acidos nucléicos, ou sequenciamento do DNA bacteriano servem para evidenciar a
ocorréncia de relagdes epidemioldgicas entre os diferentes isolados (KOSTMAN et
al., 1992; MILLEMANN et al., 1996; TSEN et al., 2000). Cada técnica de tipificagéo

tem suas vantagens e desvantagens, uma vez que uma que satisfaca a todas as
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necessidades de caracterizagdo desse patdgeno ainda nao foi desenvolvida (YAN et
al., 2003).

Quatro critérios devem ser considerados: a rapidez, a reprodutibilidade, a
finalidade, bem como a capacidade de diferenciar isolados com fendtipos
semelhantes que sdo independentes geneticamente (CERRO et al., 2002).

Entre as técnicas moleculares mais utilizadas para tipificacado de Salmonella
sp. estao a Pulsed-fied gel electrophoresis (MIRAGAIA et al, 2002, TENOVER et al,
1995), a Ribotipificacdo (NAIR et al., 2000) e aquelas baseadas na reacdo em
cadeia da polimerase (PCR): PCR-RFLP (SHAH; ROMICK, 1997), ERIC-PCR
(KUMAO et al., 2002), REP-PCR (BEENNASAR et al., 2000), RAPD (BETANCOR et
al., 2004) e PCR-ribotipificagdo (JENSEN et al., 1993; NASTASI; MAMMINA, 1995;
JENSEN; HUBNER, 1996; LAGATOLLA et al., 1996; LUZ et al., 1998; BAUDART et
al., 2000).

As técnicas baseadas na PCR tém sido bastante utilizadas por serem
consideradas de facil execucgdo, rapidas, relativamente mais baratas,
adequadamente especificas e reprodutiveis. Como exemplo disso, a PCR-
ribotipificacdo tem sido adotada por diversos autores nos estudos epidemiolégicos
de Salmonella enterica (RAJASHEKARA et al., 2000). Esta se baseia no principio de
que as sequéncias de DNA do operon ribossomal estao presentes de uma a onze
cbépias no cromossomo bacteriano. Embora os genes do rRNA sejam altamente
conservados, as regides espagadoras entre os genes 16S e 23S apresentam alto
grau de variagdo nas sequéncias moleculares, dentro de uma mesma espécie. Por
isso, essas diferencas podem ser utilizadas para caracterizar bactérias em nivel de
subespécie (OLSEN, et al. 1993, GURTLER; STANISICH, 1996, HAIN et al., 1997).

Nastasi e Mammina (1995) demonstraram que a PCR-ribotipificagdo foi de
facil execugao, rapida e reprodutivel no estudo de 45 S. Typhimurium isoladas de
surtos ocorridos na Italia. Em outro trabalho, os mesmos autores utilizaram essa
técnica para tipificar 405 S. Enteritidis, encontrando 15 diferentes perfis (NASTASI;
MAMMINA, 1996). Cerro et al. (2002) encontraram trés perfis de PCR-ribotipificagao
para 117 amostras de Salmonella sp. isoladas a partir de produtos de origem animal.
Millemann et al. (2000) também utilizaram a PCR-ribotipificagdo com o objetivo de
caracterizar 85 S. Typhimurium isoladas em produtos de origem animal e obtiveram

cinco grupos com diferentes perfis de bandas. Oliveira et al. (2009) analisaram por
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PCR-ribotipificagdo, 152 S. Enteritidis provenientes de alimentos envolvidos em
salmoneloses ocorridas no RS no periodo entre 1999 e 2002, encontrando apenas
dois perfis genéticos (R1 e R2). Ambos os perfis foram bastante similares e o perfil
R1 agrupou 94,7% dos isolados.

Embora ainda pouco utilizado na caracterizagao de linhagens envolvidas em
surtos de DTA, o sequenciamento de DNA oportuniza uma boa diferenciacéo entre
cepas (SPRINGER et al., 2001). O sequenciamento de DNA pode ser bastante util
na confirmacao da similaridade clonal de S. Enteritidis. Através do sequenciamento
de partes ou de todo o genoma de microrganismos patogénicos, € possivel
identificar a sequéncia completa de nucleotideos de uma regido especifica ou de
todo o cromossomo de um microrganismo, ao invés de analisar apenas sitios de
restricdo ou genes especificos como ocorre em outras técnicas moleculares de
tipificagdo. Por outro lado, para grandes genomas ou quando um grande numero de
isolados € comparado, o tempo e o custo necessarios para o sequenciamento
impedem, muitas vezes, a utilizagao dessa técnica (CHRISTENSEN et al., 2000).

Christensen et al. (2000) indicam que a tipificacdo de bactérias através da
comparagao de sequéncias de DNA apresenta alta precisdo. Estes autores também
utilizaram o sequenciamento de DNA para avaliar as variagcbes nas regides
espacgadoras 16S-23S do rRNA de 18 sorotipos de Salmonella. As pequenas
variagbes nessas sequéncias foram causadas por mutagdes pontuais que
permitiram diferenciar 15 dos 18 sorotipos investigados.

Oliveira et al. (2009) sequenciaram um fragmento de 600pb, obtido por
PCR-ribotipificagdo a partir de amostras de S. Enteritidis isoladas de alimentos. A
analise da sequéncia do fragmento gerado revelou alto grau de similaridade, o que
confirma os resultados obtidos por esses pesquisadores através de outras técnicas
moleculares.

Além das insercbes e/ou supressdes, a variacdo das sequéncias
intergénicas pode ser atribuida a estruturas secundarias e, por vezes, a presenca de
genes tRNA, a qual é muito freqiente em bactérias gram-negativas (LUZ et al.,
1998). Lehner et al. (1984) relataram que E. coli K-12 e S. enterica LT2 apresentam
sete operons localizados em locos equivalentes nos mapas genéticos dos
cromossomos de cada microrganismo. Em trés deles, as regides espagadoras

intergénicas contém dois genes tRNA, um para alanina e outro para isoleucina. Os
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outros quatro operons tém um unico gene tRNA de acido glutdmico (CONDON;
SQUIRES, C.; SQUIRES, C.L, 1995). A presenca do tRNA-Ala e tRNA- lle foi
observada em todas as cepas sequenciadas no estudo realizado por Oliveira et al.
(2009). No entanto, nenhuma das cepas analisadas por estes autores apresentou o
gene tRNA-GIu. Resultados semelhantes foram relatados por Chiu et al. (2005). Por
outro lado, Christensen et al. (2000) encontraram os genes que codificam para
tRNA-lle, tRNA-Ala e tRNA - Glu nas regides intergénicas de 25 cepas de
Salmonella pertencentes a 18 diferentes sorotipos.

A Eletroforese em Campo Pulsado (Pulsed-field gel electrophoresis -PFGE)
€ uma das técnicas mais aceitas e utilizadas para a tipificacdo de Salmonella
(TENOVER et al, 1995; MIRAGAIA et al, 2002). PFGE é utilizada tanto para estudos
de surtos hospitalares de pequenas proporcdes (MAGALHAES et al., 1997; DARINI
et al., 1999), quanto para a comparagao entre populagdes bacterianas, ampliando o
escopo epidemiolégico da técnica (LIU et al., 1999). Nao existe uma estratégia
universal para tipificagdo molecular de Salmonella, no entanto, PFGE é geralmente
considerado "padrao ouro" para tipificacdo de bactérias entéricas, e € o método de
referéncia utilizado na maior rede de subtipifcagdo molecular de doengas de origem
alimentar (Pulsenet) (SWAMINATHA et al., 2001).

Através de PFGE s&o resolvidos fragmentos gerados pela digestdo com
enzimas de restricdo de corte infrequente que clivam o DNA bacteriano total,
previamente incorporado em pequenos blocos de agarose (MASLOW et al., 1993).
Essa técnica é considerada a mais fidedigna para tipificacdo bacteriana (MURASE et
al., 1995; WHITTAM; BERGHOLZ, 2007), sendo muito utilizada para discriminar
linhagens bacterianas dentro de uma mesma espécie (LINDSTEDT et al., 2000).Tem
se mostrado eficaz para estudos epidemiolégicos de alguns sorotipos de Salmonella
enterica (OLSEN et al. 1994; POWELL et al., 1994;BAGGESEN et al., 1997, 2000;
PUNIA et al., 1998, LUKIMAA et al., 1999; LIEBANA et al., 2003; LYTIKAINEN et al.,
2000).

Atualmente, o PFGE € considerado confiavel e sensivel para detectar
diferengcas entre cepas estreitamente relacionadas, de modo que isolados

indistinguiveis através de perfis de PFGE podem ser classificados como
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epidemiologicamente relacionados com um elevado grau de confianga (WHITTAM;
BERGHOLZ, 2007).

Diferentes perfis de PFGE podem ser gerados devido a aquisicdo de
elementos genéticos mdéveis, como os plasmideos, ou de novos conjuntos de genes
por transdugao (BRUSSOW et al., 2004), portanto, padrbées de PFGE com um unico
fragmento de DNA de diferenga podem ser considerados como um perfil distinto.
Essa abordagem tem sido utilizada por varios pesquisadores (THONG et al., 1995;
LACONCHA et al. 1998, FERNANDEZ et al., 2003). Com esses critérios, e de
acordo com as orientagdes publicadas por Tenover et al. (1995), os isolados com
uma a trés bandas de diferenca podem ser considerados estreitamente relacionados
(clones).

No entanto, protocolos convencionais de PFGE podem n&o conseguir
discriminar as sutis diferengas genotipicas entre isolados de S. Enteritidis, portanto,
0 uso de mais de uma enzima de restricdo pode aumentar o poder discriminatoério da
técnica para aplicagao na tipificagdo de membros desse sorotipo. (ZHENG et al.,
2007).

Varios relatos documentam baixos niveis de diversidade genética entre S.
Enteritidis isoladas de fontes diversas, reforcando o fato de que a maioria dos
isolados de S. Enteritidis sdo altamente clonais (OLSEN et al., 1994, LIEBISCH,;
SCHWARZ, 1996; THONG et al., 1996; TSEN et al., 1999; MARE et al., 2001;
GORMAN; ADLEY, 2004; SAAED et al., 2006; PANG et al. 2007; OLIVEIRA et al.,
2009).

Com base na alta sensibilidade e poder de discriminacdo das técnicas
moleculares, essas podem ser empregadas na tipificacdo de S. Enteritidis
causadoras de surtos alimentares em diferentes localidades do Estado do Rio
Grande do Sul, a fim de correlaciona-las. Dessa forma, os isolados desse sorotipo
podem ser comparados entre si, identificando se uma ou varias cepas diferentes
foram responsaveis pelas salmoneloses. Sendo assim, a identificacdo de cepas
especificas de S. Enteritidis em uma regido geograficamente definida, pode ser o
passo determinante na identificagao precisa de fontes de contaminagao e prevengao
dessas enfermidades.

Para fins de vigilancia epidemioldgica e para avaliar a propagagao de clones

especificos e sua prevaléncia nas populagdes por grandes periodos, seria
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importante em doengcas como a salmonelose, a construcdo das chamadas
"bibliotecas" de perfis genotipicos. As técnicas empregadas para a obtencao de tais
perfis devem ser facilmente padronizaveis, bem como deve ser adotada uma
nomenclatura uniforme dos perfis. A questdo da padronizagao € particularmente
importante ja que através dela seria possivel a reprodutibilidade e a comparagao
entre diferentes laboratérios, favorecendo o fluxo de informagdes epidemiologicas
(STRUELENS et al., 1998).

Pelo exposto, uma unica técnica nao pode ser utilizada para discriminar
isolados de S. Enteritidis. A abordagem mais eficaz e confiavel para estudos
epidemiologicos de S. Enteritidis € através de uma combinagdo de técnicas
fenotipicas e genotipicas. As informagdes genéticas, utilizadas em conjunto com os
perfis de resisténcia aos antibiéticos, poderiam ajudar a detectar o aparecimento de
novas linhagens, através de variagdes genéticas, e também a disseminagdo de

resisténcia aos antimicrobianos entre as linhagens ja caracterizadas.
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Abstract

This study aimed to characterize Salmonella (S.) Enteritidis isolated from blood
(n=12) and feces (n=68) of salmonellosis victims in Southern Brazil. All isolates were
submitted to antimicrobial susceptibility testing, PCR-ribotyping, and Xbal
macrorestriction Pulsed Field Gel Eletrophoresis (PFGE). Results demonstrated high
rates of ampicilin and nalidixic acid resistance, and strains isolated from victims living
in different geographic regions were clustered together, presenting a common
resistance profile. All strains demonstrated similar PCR-ribotyping patterns (R1, R2,
and R3); being that the predominant profile R1 grouped 47.5 % of the strains. PFGE
profile P1 grouped the majority of the strains (96.25 %), suggesting a clonal
relationship among the strains. Results suggested that a specific strain of S.
Enteritidis were involved in several salmonellosis outbreaks occurred in Southern

Brazil.

Introduction

Although the difficult to estimate the incidence of the foodborne diseases,
according to the World Health Organization (WHO), there are annually about 17
million cases of acute gastroenteritis or diarrhea and 3 million deaths caused by non-
typhoidal salmonellosis being associated to contaminated food or consumption
(Rabsch et al., 2001; Ling & Wang, 2001; Prieto et al., 2009).

It was estimated that salmonellosis was responsible for 25.6 % of the total
hospitalizations and 30.6% of the deaths associated with foodborne diseases in the
United States (Heinitz et al., 2000).

The incidence and severity of diseases related to Salmonella have increased
in recent decades. The WHO has reported an alarming increase of resistant
Salmonella from animals and human sources (Brisabois et al., 1997). Thus. efforts to
study Salmonella strains isolated from human patients are important.

Several typing methods have been used to investigate foodborne pathogens,
and the search for the best one continues. Focusing on this purpose, four criteria

must be considered when chosen a typing method: rapidity, reproducibility, case of
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use, and the ability to differentiate strains with similar phenotypes which are
genetically unrelated.

Salmonella isolates are traditionally distinguished by serotyping based on the
immuno-chemical structure of the lipopolysaccharide and flagella. This system has
identified more than 2500 serotypes worldwide (Popoff et al., 2003), however the
discriminatory power of this method is considered low. Antibiotic susceptibility testing
has been applied to investigate the resistance of pathogenic strains and also to type
Salmonella strains (Carramifiana, et al., 2004; Geimba et al., 2004; Bessa, 2005;
Biendo et al., 2005; Oliveira et al., 2006; Padungtod e Kaneene, 2006; Stevens et al.,
2008). Genotypic typing methods have been considered better to discriminate
Salmonella in epidemiological surveillance studies and also to investigating
foodborne outbreaks. In recent years, many DNA-based genotyping techniques have
been utilized to delineate epidemiological relationships between various isolates
(Kostman et al., 1992; Millemann et al., 1996; Tsen et al., 2000), being that PCR-
ribotyping and PFGE have been applied in many studies because the former is
considered not expensive and easy to perform, while the latter is currently the “gold
standard” of the typing methods (Swaminathan et al., 2001; Soto et al., 2002; Cerro
et al., 2003; Gudmundsdottir, 2003; Gatto et al., 2006; Oliveira et al., 2009) .

S. Enteritidis remains the most prevalent serotype infecting humans worldwide.
The World Health Organization Global Salm-Surv network have reported that in the
period of 2000 to 2002, Salmonella enterica serotype Enteritidis was by far the most
common serotype reported from human sources worldwide, accounting for 65 % of
the isolates (Herikstad et al., 2002; Galanis et al., 2006). S. Enteritidis accounted for
85% of all reported cases of human salmonellosis in Europe, but the incidence has
declined from this peak (Fisher, 2001; Haeghebaert et al., 2002; Delmas et al.,
2006). In United States, during 1998--2002, a total of 6,647 outbreaks of foodborne
disease were reported. Among 2,167 (33%) outbreaks which the etiologic agent was
determined, S. Enteritidis accounted for the largest number of outbreaks (Lynch et
al., 2006).

Several studies have demonstrated that S. Enteritidis was the predominant
Salmonella serovar in foodborne outbreaks occurred in the State of Rio Grande do
Sul (RS), Southern Brazil (Geimba et al., 2004, Oliveira et al., 2005; Vaz et al., 2007;
Oliveira et al., 2006; Oliveira et al., 2009). Further studies have demonstrated that a

specific strain of S. Enteritidis was isolated from foods involved with salmonellosis
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outbreaks occurred between 1999 and 2002, in RS, a 10.7 million people State
(Oliveira et al., 2007, Oliveira et al., 2009). The same authors have reported that the
S. Enteritidis strain isolated from foods responsible for salmonellosis presented the
same PFGE and PCR-ribotyping profiles, however there is no study characterizing
and comparing the food sample strains with the microorganisms isolated from
salmonellosis victims.

Based on this, the objective of the present study was to characterize, by
genotypic methods and antibiotic susceptibility testing, S. Enteritidis isolated from

human samples, possibiliting the comparison with food sample strains.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial isolates

S. Enteritidis were isolated from human fecal and blood samples by the
Central Laboratory of RS (FEPPS/LACEN/RS). Specimens were conducted to
FEPPS/LACEN/RS after salmonellosis foodborne investigation carried out by
Sanitary Surveillance Service of RS. A group of 80 S. Enteritidis was composed by
randomly chosen isolates collected in RS during salmonellosis outbreaks. The 80 S.
Enteritidis group was composed by 10 isolates sampled per year in a period
comprised between 1999 and 2006. All isolates were identified in
FEPPS/LACEN/RS, according to the FDA method, and were serotyped using the
Kauffmann - White scheme, in the Adolfo Lutz Institute, Sdo Paulo, Brazil.

One strain from food (mayonnaise potato salad) previously characterizated by
Oliveira et al. (2009) was compared with human isolates in PFGE typing.
Antimicrobial susceptibility testing
Antimicrobial susceptibility was determined by the disk diffusion method on Mueller-
Hinton agar (Difco Laboratories, Detroit, USA), following the Clinical and Laboratory
Standards Institute guidelines (CLSI, 2005). The following antimicrobial disks and
concentrations were used (Cefar Diagndstica, S&o Paulo, Brazil): ampicillin (10 ug),
tetracycline (30 ug), neomycin (10 ug), kanamicin (30 ug),
sulfamethoxazole/trimethoprim (25 pug), gentamicin (10 pg), chloramphenicol (30 pg),
streptomycin (10 ug), nalidixic acid (30 pug), ciprofloxacin (5 pg),
sulphadiazine/trimethroprin (25 ug).
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The testing was conducted and evaluated according to the document M100-S15 of
the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2005). Escherichia coli ATCC

25922 was used for quality control testing
Molecular typing

PCR-ribotyping

The primers used have been previously proposed by Jensen, Webster, and
Straus (1993) and were specific for the amplification of the spacer region between
16S and 23S rRNA genes. Primer sequences were 5 CAA GGC ATC CAC CGT
GT3 and 5 GTG AAG TCG TAA CAA GG3’ . Each set of PCRs included a control
reaction without template DNA. Every reaction in 25 pl contained 2.5 pl of reaction
buffer (100 mmol I Tris-HCI pH 8.8, 750 mmol " KCI), 2 ul of 10 mmol I'' dNTPs, 1
ul of 50 mmol I'" MgCI2, 2 pl of each primer (20 pmol), 1 U of Tag DNA Polymerase
(Biotools, Madrid, Spain), 13.5 ul sterile ultrapure water, and 2 ul of DNA extracted
for boiling.

The PCR-ribotyping program consisted of a preincubation cycle at 94 °C for 2
min, followed by 25 cycles of 94°C for 15 s, 55 °C for 4 min and 72 °C for 1 min, and
a final extension step at 72 °C for 30 min. All PCRs were performed in a Minicycler
(MJ Research, Watertown, MA, USA) and the amplification products were separated
by horizontal electrophoresis through 1% agarose gels. The gels were stained with
ethidium bromide and visualized under UV light. DNA samples were tested three or
more times to evaluate the reproducibility of the method.

Minor differences in band intensity as well as weak bands were not considered
to define PCR-ribotypes. Isolates were ascribed to the same PCR-ribotype when their

DNA amplified banding patterns were identical.

Pulsed field gel electrophoresis (PFGE)

The methods described previously for bacterial human isolates were used
(Pang et al., 2005; Tsen and Lin, 2001). Briefly, Salmonella cells in 0.1 ml of the cell
culture grown in 5 ml of LB broth at 37°C for 3.5h were pelleted, washed,
resuspended in the same buffer, heated, and mixed with 2% agarose in lysozyme
buffer. The mixture was poured into the slots of a plastic mold (Bio-Rad CHEF DRI,
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Hercules, CA, USA), cooled, and the agarose plugs were transferred to lysozyme
solutions containing 2mgml™1 of lysozyme and cellswere lysed for 24 h. The lysis
buffer was then replaced by a proteolysis buffer containing 0.1 mgml™1 proteinase K
and proteolysis was carried out overnight.

Afterwards, the agarose plugs were washed, followed by restriction digestion
with Xbal (Invitrogen). After digestion, the plugs were placed into the slots of a 1.2%
agarose gel (Bio-Rad, Pulsed field grade) in 0.5x TBE buffer (1x TBE: 89 mM
Trisborate, pH 8.3, 2 mM EDTA) and electrophoresis was carried out using CHEF
DRIl PFGE system (Bio-Rad). The conditions used were 6 VV/cm for 18 h at 14°C with
pulsed time ranging from 3 to 63 seg.

The Xbal fragments of S. enterica ser. Typhimurium LT2 were used as
molecular weight markers (Liu et al., 1993). The gels were stained with ethidium
bromide and photographed. For some strains, PFGE analysis was repeated if the gel
patterns were unclear. In addition, for each PFGE pattern, at least one randomly
selected isolate was re-typed for the reproducibility of the result in each PFGE batch.
PFGE patterns obtained were analyzed by visual assessment.

Differences in patterns were judged according to the method described by
Thong et al. (1995), Laconcha et al. (1998) and Fernandez et al. (2003). Patterns

differing by one band were considered as distinct PFGE patterns.

Results and discussion

In the present study, 21 resistance profiles were described (Table 1) among
the 80 S. Enteritidis investigated, and only three isolates (3.75%) were susceptible to
all the antibiotics tested. The most frequent resistance pattern was represented by
the single resistance to ampicillin (37.5%), followed by the resistance to ampicilin and
nalidixic acid (18.75%). The Table 2 presents the general percentages of
antimicrobial resistance among S. Enteritidis studied. The major resistances were
observed for ampicilin (81.25%), streptomycin (18.75%), and nalidixic acid (25%).

In Brazil, epidemiological data demonstrate that S. Enteritidis as the main
cause of foodborne diseases in different States and strains presenting antimicrobial
resistance have been identified (Tavecchio et al., 1996; Geimba et al., 2005, Oliveira
et al, 2006). Previous studies revealed a significant increase in resistance to
ampicillin (from 3.6% to 100%) and to nalidixic acid (from 9.1% to 66.7%) among S.
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Enteritidis isolated from foods involved with salmonellosis occurred in 1999 to 2006
(Geimba et al., 2005; Oliveira et al., 2006, de Paula, 2006).

Salmonella resistant to nalidixic acid have been reported in other countries
and seem to be a subject of concern. According Threfall et al. (2006), by far the most
dramatic increase in the incidence of resistance has been observed in S. Enteritidis,
in England and Wales, where the occurrence of strains with resistance to nalidixic
acid has more than doubled (from 11% to 26%) between 2000 and 2004. Recently,
the CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) (2004) added a guideline
recommending clinical laboratories to routinely test for nalidixic acid resistance in
extraintestinal Salmonella isolates to alert physicians of the emerging resistance.

Resistance to nalidixic acid has been suggested to be an indicator of the
fluoroquinolone resistance, which is used to treat salmonellosis in humans (Crump et
al., 2003; Hakanen et al., 1999; Vasallo et al.,, 1998; Gorman & Adley, 2004).
Therefore, nalidixic acid resistance has been associated with a decrease in
susceptibility to fluoroquinolones. In Brazil, enrofloxacin is commonly used in
veterinary practices and this could explain the resistance of S. Enteritidis to nalidixic
acid.

Resistance to the other antimicrobials such as ampicilin, streptomycin,
tetracycline, and gentamicin were also observed among the isolates studied by us.
High levels of ampicillin resistance among S. Enteritidis isolated from humans,
animals and foods were reported by different researchers (Breuil et al., 2000;
Cruchaga et al., 2001).

Tetracycline resistance was observed among S. Enteritidis (12.5%)
investigated in this study. Similar results were reported by several other studies (Lee
et al., 1993; Tessi et al., 1997; Manie et al., 1998; Hernandez et al., 2002; Usera et
al., 2002; Nayak et al., 2004). Tetracycline and streptomycin are common
antimicrobials administered in veterinary medicine their frequent use may have
contributed to the resistance rates found. On other hand, chloramphenicol resistance
was observed among S. Enteritidis investigated by us, however animal feed probably
was not the responsible cause, once chloramphenicol was banned from animal
production in Brazil more than a decade ago. Since resistance genes in distinct
clusters or antimicrobial resistance islands is now regarded as an efficient means by
which the dissemination of these markers can occur en bloc, and numerous reports

have demonstrated that some Salmonella isolates carry plasmid with the blacyy gene
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cassette that contains integrons that carry the genes encoding for resistance to
ampicilin, chloramphenicol, sulphamethoxazole, tetracycline, and streptomycin (Fluit
and Schmitz, 1999; Briggs and Fratamico, 1999; Rankin et al., 2002).

Multi-resistant strains of Salmonella have been found in different parts of the
world, and this may indicate the spread of multi-resistant clones, which might have a
greater potential for infections and for the development of additional resistance to
new antibiotics (Cruchaga et al., 2001). In this study, the overall incidence of
resistance (to at least one antimicrobial) was observed in 77 isolates (96.25%). Multi-
resistance, considering by us the resistance to two or more antimicrobials, occurred
in 41 (51.25%) of the isolates.

The appearance of multi-resistance in foodborne and clinical human
Salmonella isolates is a problem of major concern for public health and suggests the
need of a continuous surveillance and of a more prudent use of antibiotics by feed
industries, farmers, veterinarians, and physicians. Prevention strategies are needed,
as well as, molecular epidemiological studies that characterize the prevalent strains
(Baggesen et al., 2000).

The vast majority of human Salmonella infections are attributed to foodborne
transmission, and studies have found resistant Salmonella isolated from food,
animals, and humans (Boonmar et al., 1998; Hanson et al., 2002). However, there is
limited informations about the comparison of Salmonella isolated from food and those
isolated from humans.

In this study, we demonstrated the widespread occurrence of resistant S.
Enteritidis strains isolated from humans involved in salmonellosis outbreaks. This
finding is in accordance with previous studies of Salmonella strains isolated from
foods involved in foodborne outbreaks in RS, in the same period (Geimba et al.,
2005; Oliveira et al., 2006; Oliveira et al., 2007).

Molecular characterization by PCR-ribotyping of the 80 human isolates
identified three profiles, presenting 2 to 4 DNA fragments. The predominant profile
(R1) displayed four bands and grouped 47.5% of the isolates (Fig. 1). The other two
profiles (R2 and R3) grouped 33.5% and 19%, respectively. PFGE characterization
identified also three profiles, displaying 10 to 13 bands (Fig. 2). The majority of the
isolates shared the same pattern denominated P1 (96.25%). Pattern P2 was found in

two strains and P3 was found in only one strain. A predominant PFGE pattern has
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also been found in others studies on S. Enteritidis isolates (Liebana et al., 2001,
2002; Kalender et al., 2009).

PCR-ribotyping was able to further subdivide the PFGE profiles, since among
38 strains grouped in R1, 97.4% (n = 37), among 27 strains classified as R2, 92.6%
(n=25), and all strains grouped in R3 profile (n=15) were also classified as P1,
suggesting a clonal relationship among the majority of the S. Enteritidis analyzed.
This supports the use of PCR-ribotyping as a valuable tool for epidemiological
characterization of Salmonella Enteritidis isolates.

PCR-Ribotyping and PFGE profiles of human S. Enteritidis analysed in this
study were compared with S. Enteritidis isolated from foods studied by Geimba et al.
(2004) and Oliveira et al. (2007; 2009). All Isolates were analysed by the same
protocols and were collected at the same period onwards in the same Brazilian State,
allowing the comparison. The predominant patterns obtained by PCR-Ribotyping and
PFGE from human strains were identical to the predominant patterns obtained from
food strains, also suggesting a clonal relationship among the microorganisms.
Analysis of the human and food strains from the same area indicates the spread of
certain genetically identical or similar clones of S. Enteritidis in human and foods.
However, it is interesting to investigate the clonal similarity between human and food
strains is simply due to the limited clonal diversity of S. Enteritidis strains or it is due
to the spreading of a specific strain.

The use of PCR-ribotyping and PFGE in the present study revealed the
following findings: S. Enteritidis generated identical or closely related profiles by both
techniques. The advantages in terms of turnaround, ease of use and equipment cost
suggest that PCR-ribotyping could be an attractive alternative to PFGE, mainly for
epidemiological investigation of foodborne outbreaks and especially when real-time
results may contribute to supporting timely control measures. An association with
PFGE or other molecular methods could also be recommended in order to achieve
fine subtyping in highly homogeneous serotypes such as S. Enteritidis.

The results of epidemiological investigations of salmonellosis occurred in RS,
others Brazilian States, and other regions of the world strongly support that S.
Enteritidis is one of the major cause of foodborne infection to humans and highlights
the potential hazard to public health (Kuhn et al., 1995, Geimba et al., 2004; Oliveira
et al, 2005; Oliveira et al., 2009).
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In conclusion, our results demonstrated the widespread occurrence of
resistant S. Enteritidis strains isolated from humans involved in salmonellosis
outbreaks. The most frequent resistance pattern was the single resistance to
ampicilin, followed by the resistance to ampilicin and nalidixic acid. In adition, we
emphasize the clonal correlation between human and food samples of S. Enteritidis

strains involved with salmonellosis outbreaks in RS State.
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TABLE 1. Antimicrobial resistance, PCR-ribotyping and PFGE profiles of S.

Enteritidis isolated from human samples involved in samonellosis
outbreaks occurred in Southern Brazil (1999 to 2006).
Antimicrobial profile PCR-ribotyping PFGE Profile Number of isolates
profile
AMP R1 P1 30
NAL R1 P1 5
GEN R1 P1 1
AMP, SXT R1 P1 1
AMP, S R2 P1 5
AMP, NAL R3 P1 15
AMP, GEN R1 P2 1
AMP, T R2 P3 1
AMP, SZT R2 P1 1
AMP, NAL, GEN R2 P2 1
AMP, NAL, CIP R2 P1 3
AMP, NAL, T R2 P1 2
AMP, NAL, NEO R2 P1 1
AMP, SXT, T R2 P1 1
AMP, S, T R2 P1 1
AMP, S, GEN R2 P1 3
AMP, S, T,GEN, NAL R2 P1 1
AMP, S, T, SXT, C, R2 P1 1
SZT
AMP, S, TET, SXT, R2 P1 1
NEO, SZT
AMP,S, T, GEN, SXT, R2 P1 1
NEO, K
AMP, S, T, SXT, NEO, R2 P1 1
C, GEN, SzZT
susceptible to allthe R2 P1 3

antibiotics tested

ampicillin (AMP); tetracycline (T); neomycin (NEO); kanamycin (K); sulfamethoxazole/trimethoprim
(SXT); gentamicin (GEN); chloramphenicol (C); streptomycin (S); nalidixic acid (NAL); ciprofloxacin
(CIP), Sulfadiazine/trimethroprim (SZT).
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TABLE 2: General percentages of antimicrobial resistance among S.
Enteritidis isolated from human samples involved in foodborne outbreaks
occurred in Southern Brazil (1999 to 2006).

Antimicrobial resistance (%)

AMP T NE K SXT GEN Cc S NAL SZT CIP
o
Sensitive 18.76 8125 70 97.5 90 86.25 95 77.5 675 93.75 95
Intermediate | O 6.25 25 1.25 25 1.25 25 375 7.5 0 1.25
Resistant 81.25 125 5 1.25 7.5 12.5 25 1875 25 6.25 3.75

ampicillin (AMP); tetracycline (T); neomycin (NEO); kanamycin (K); sulfamethoxazole/trimethoprim
(SXT); gentamicin (GEN); chloramphenicol (C); streptomycin (S); nalidixic acid (NAL); ciprofloxacin
(CIP), Sulfadiazine/trimethroprim (SZT).
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Figure 1. PCR-ribotyping profiles of S. Enteritidis isolated from humans involved in
foodborne outbreaks occurred in Rio Grande do Sul State, South of Brazil, during the
years 1999 to 2006. Lane M: molecular size marker (100bp DNA ladder, Invitrogen).
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Figure 2. Pulsed field gel electrophoresis (PFGE) patterns for Xbal-digested genomic
DNA of Salmonella Enteritidis strains from humans. Lanes 1, 5 and 10 contains Xbal-
digested DNA of S. Typhimurium LT2. Lanes 3,4,6,7,8 and 9, S.Enteritidis strains
from humans. Lane 2 contain S.Enteritidis strains from mayonnaise potato salad.
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6 Conclusoes

Ha ocorréncia de resisténcia e multi-resisténcia a antimicrobianos,
principalmente a ampicilina e ao acido nalidixico, tanto em cepas de S. Enteritidis

isoladas de humanos quanto de alimentos envolvidos em surtos de salmonelose.

Nao foi possivel correlacionar os perfis de PCR-ribotipificacdo e de PFGE
com os perfis de resisténcia a antimicrobianos, contudo, entre os diferentes
gendtipos identificados, um foi predominante, sendo composto por cepas isoladas de

alimentos e de humanos.

Cepas de S. Enteritidis pertencentes aos perfis P1 e R1, para PFGE e PCR-
ribotipificacdo, respectivamente, foram prevalentes em alimentos e em material
clinico humano e foram, provavelmente, responsaveis pelos casos e surtos de

salmonelose de origem alimentar ocorridos no RS no periodo de 1999 a 2006.

A técnica PCR-ribotipificagcdo representa uma ferramenta util para a
tipificagdo epidemiolégica de S. Enteritidis, tendo apresentado capacidade

discriminatoria semelhante a da técnica de PFGE.

As técnicas moleculares utilizadas indicam similaridade genética entre as
cepas isoladas de alimentos e de humanos, sugerindo relagao clonal entre as cepas
envolvidas em surtos no periodo de 1999 a 2006 e impedindo a identificacdo da

origem da contaminacéo.
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