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Adriano Sakai OKkamoto Resumo

OKAMOTO, A. S. Deteccdo dos genes integron, invA e spvC em Salmonella
Enteritidis proveniente de material avicola e trans  feréncia horizontal do gene
integron entre enterobactérias. Tese de Doutorado (Doutorado em Medicina
Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — Universidade Estadual
Paulista, 2009.

RESUMO

Neste trabalho foram analisadas 100 cepas de Salmonella Enteritidis (SE)
isoladas de material avicola, visando a deteccdo dos genes de viruléncia spvC
e invA e resisténcia a antimicrobianos integron classe 1. Comparando-se com a
possivel expressao dos fatores de viruléncia para sobrevivéncia em condi¢cdes
improprias de temperatura, pH e concentracdo de nutrientes e o teste de
inibicAo em placa, respectivamente. Também a capacidade de transferéncia
horizontal do gene integron classe 1 foi avaliada em SE. Das cepas analisadas,
duas apresentaram o0s genes spvC e invA, simultaneamente, com uma
provavel expressao destes sendo verificada no crescimento com pH 10,0 ou
temperatura de 25°C. Porém em relagdo a concentragdo de nutriente, ambas
as cepas ndo cresceram na menor concentragao (0,5%). Nado houve relagéo
direta entre a presenca do gene integron classe 1 com a multiresisténcia de SE
aos 14 antimicrobianos testados, ja que 80% das cepas pesquisadas foram
resistentes a até trés antimicrobianos e ndo apresentaram o referido gene.
Entretanto, a transferéncia horizontal desse gene e da resisténcia
antimicrobiana foi realizada in vitro, de um Escherichia coli para uma
Salmonella Enteritidis, demonstrando a capacidade de disseminacéo do gene

presente em integron classe 1.

Palavras chave: Integron, invA, multiresisténcia, Salmonella Enteritidis, spvC,

transferéncia de gene.



Adriano Sakai OKkamoto Abstract

OKAMOTO, A. S. Detection of the genes integron, invA and spvC in Salmonella
Enteritidis from avian material and horizontal tran sfer of the integron gene

between enterobacteria, 2009.

ABSTRACT

In this work, 100 strains of Salmonella Enteritidis (SE) isolated from avian
material were studied, aiming to detect the genes of virulence spvC and invA,
as well as the antimicrobial resistance type 1 integron genes using the
polymerase chain reaction (PCR), comparing it with the possible expression of
the virulence factors to survive under inappropriate conditions of temperature,
pH and nutrient concentration, and the plaque inhibition assay, respectively.
Capacity of horizontal transfer of type 1 0,integron gene was also evaluated in
SE. Two of the analyzed strains showed spvC and InvA genes simultaneously,
with a probable expression verified through growing in pH 10.0 or 25T
temperature. However, regarding to nutrient concentration, the aforementioned
strains did not grow at the lowest concentration (0.5%). There was no direct
relation between type 1 integron gene and the multiresistance of SE to the 14
tested antibiotics, because 80% of the strains did not showed the gen, but was
resistant till three antibiotics. However, horizontal transfer of this gene was
performed in vitro, showing the capacity of dissemination of the type 1 integron

gene between bacteria.

Key words: Gene transfer, integron, invA, multiresistance, Salmonella

Enteritidis, spvC.
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1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1. Salmonelose e saude publica

Salmonelose é o termo que designa um grande grupo de doencas
aviarias agudas ou cronicas, causadas por um ou mais membros do género
Salmonella (GAST, 1997).

Estas bactérias sdo bastonetes Gram negativos, pertencentes a
familia Enterobacteriaceae, espécie enterica, subespécie enterica, sorotipo
Enteritidis e na grande maioria méveis. Sao aerobios e anaerobios facultativos,
fermentam agucares com producdo de gas e H,S, possuindo complexa
constituicdo antigénica (antigenos somatico “O”, flagelar “H” e capsular “K”)
(HOLMES & GROSS, 1990; HOLT et al., 1994; GAST, 1997; BARROW, 2000).

Segundo Poppe (1999), alguns sorotipos de Salmonella estéo
associados com maior frequéncia ou adaptados a hospedeiros especificos.
Como a Salmonella Cholerasuis que causa pneumonia, enterocolite e
septicemia em suinos; S. Dublin causando aborto, enterite mucohemorragica e
necrética, pneumonia e septicemia em bovinos; S. Abortusequi relacionado ao
aborto em equinos; S. Abortusovis causando aborto em ovinos; S. Gallinarum
levando a febre tifoide em galinhas e S. Pullorum determinando pulorose em
galinhas e perus. No homem, S. Typhi e S. Paratyphi causam febre tifoide.
Existem mais de 2.300 sorotipos de Salmonella, incluindo-se a S. Enteritidis
que € um dos muitos sorotipos ndo adaptados a hospedeiros especificos,

podendo determinar salmonelose em mais de uma espécie.

Dentre as infec¢bes alimentares a salmonelose € a de maior
ocorréncia no Brasil e no mundo (FRANCISCO et al., 2007; MEHRABIAN &
JABERI, 2007). Segundo Gast (1997) e Tood (1997), a grande incidéncia de
infec¢@o alimentar no homem se deve a ingestao de produtos de origem aviaria

contaminados ou indevidamente preparados, visto que as aves podem ser
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reservatorios de Salmonella spp. Geralmente desencadeia uma doengca com
recuperacdo espontanea, com presenca de colicas abdominais, vomito, febre e
diarréia, mas particularmente nas criancas e idosos o quadro em geral € mais
grave (SAMUEL et al., 2007).

A Salmonella pode ser introduzida nas granjas por meio de racoes
contaminadas, principalmente as que contém matéria prima de origem animal
(HOFER et al., 1998), por via transovariana ou contaminacéo da casca do ovo,
pela agua, contato direto com aves ou portadores contaminados, vetores como
insetos, roedores, pessoas e equipamentos (BORLAND, 1975; GAST, 1998).

Durante o processamento dos frangos de corte, a presenca de
Salmonella no conteddo intestinal, pele e penas das aves resultam em
consequente contaminacao da carne. A ingestdo de 10 unidades formadoras
de colénia (UFC) dessa bactéria pode causar a salmonelose em humanos
adultos (BRYAN & DOYLE, 1995).

De acordo com Fortuna & Franco (2005) a presenca de Salmonella
spp. em amostras de carne, armazenadas a 0°C e —18°C por 90 dias indica que
estas bactérias sobrevivem a periodos longos de armazenamento, mesmo sob
baixas temperaturas. Estudos de casos de salmonelose constatam que ovos
crus sao importantes fatores de risco da infeccdo no homem (HELDBERG et
al., 1993; MORSE et al., 1994; PASSARO et al., 1996).

A patogenicidade da Salmonella depende de uma série de fatores
associados a bactéria, a ave e as condicbes de criacdo. A associacao e a
penetracdo da bactéria na mucosa digestiva € um pré-requisito para a infecgéo
sistémica (BARROW, 1995; RYCHLIK et al., 1998).

Até meados da década de oitenta, a S. Enteritidis era isolada de
animais e humanos com baixa frequéncia em muitos paises. No final desta
década ocorreu um aumento repentino da prevaléncia deste sorotipo isolado de

infeccdes humanas ultrapassando a S. Typhimurium que, até entdo, ocupava o
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primeiro lugar (POPPE, 1999; RODRIGUE et al., 1990; SILVA, 2004). Este
aumento da S. Enteritidis em casos humanos pode ser constatado pelo Centro

de Referéncia Nacional de Colera e outras Enteroinfec¢cdes Bacterianas do
FIOCRUZ - Brasil (QUINTAES et al., 1997).

1.2. Fatores de viruléncia da Salmonella Enteritidis

As bactérias tém alterado seu material genético para adaptar-se e
sobreviver em diferentes condi¢cdes. A transferéncia horizontal de material
genético apresenta papel importante na aquisicdo de varias caracteristicas
entre diferentes géneros ou espécies bacterianas (ABIGAIL & DIXIE, 2002).
Para viruléncia da Salmonella hd necessidade da expressdo de numerosos
genes, 0s quais codificam alguns fatores, podendo estar localizados em
elementos genéticos transmissiveis, como os plasmideos, bacteriéfagos ou
transposons, assim como podem fazer parte de regibes especificas no
cromossomo da bactéria (HACKER et al., 1997).

Bactérias patogénicas regulam a expressdo de genes necessarios
para viruléncia, estando frequentemente associada a resposta de condicdes
ambientais muito especificas. Varios estudos demonstraram que Salmonella
ligada a macréfagos expressa proteinas diferentes quando cresce em meios de
cultura (ABSHIRE & NEIDHARDT, 1993; BUCHMEIER & HEFFRON, 1990;
BURNS-KELIHER et al.,, 1998). A viruléncia da Salmonella esta ligada a
combinacao de fatores cromossométicos e plasmidiais. O gene de invaséo invA
possibilita a invasdo da Salmonella em culturas de células epiteliais (GALAN &
CURTISS IlI, 1989), enquanto o operon spvRABCD, contendo cinco genes e
presente em plasmidios associados com muitos sorotipos, determina o
aumento da severidade da enterite e persisténcia em sitios extra-intestinais
(LIBBY et al., 2000).

O gene de invasao (inv) e a presenca de plasmideos de viruléncia
(spv) sdo essenciais para a expressao total da viruléncia de S. Typhimurium

em camundongos. Porém, a relagéo entre a presenca dos genes invA e spvC e
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a reducdo da invasibilidade de Salmonella isolada de diversas fontes
associadas a frangos de corte, ainda ndo foi determinada (SWAMY et al.,
1996).

1.2.1. Gene invA

Para o processo de infeccdo € necessario fator de viruléncia da
Salmonella spp., sendo que uma das primeiras etapas da patogenicidade desta
bactéria é a invasdo das células do epitélio intestinal. O processo desta invasao
€ muito complexo e muitos genes estdo envolvidos. A maioria destes genes
esta localizada no cromossomo da bactéria, em um local denominado SPI-1
(Salmonella Pathogenicity Islands-1) (GINOCHIO et al., 1994; HACKER et al.,
1997). Estas ilhas de patogenicidade sdo formadas por seqiiéncias especificas
de DNA bacteriano, que codificam fatores determinantes de viruléncia
responsaveis por estabelecer interacbes especificas com o hospedeiro
(MARCUS et al., 2000).

Sorotipos de Salmonella que n&o possuem o0 gene invA sao
incapazes de expressar os genes invABC, tornando-os impossibilitados de
invadir células de mamiferos (GALAN et al., 1992).

Rahn e colaboradores (1992) concluiram apos detectar o gene invA
por meio da PCR que este gene pode ser utilizado para diferenciar Salmonella
spp. de outros microrganismos, pois a seqiéncia de nucleotideos contida neste
gene era Unica para as 630 cepas de Salmonella pertencentes a 100 diferentes
sorotipos analisados. Entretanto, duas cepas de S. Litchfield e duas de S.

Senftenberg foram negativas para a presenca deste gene.
1.2.2. Gene spvC
Plasmideos envolvidos com viruléncia também estédo relacionados

com a sobrevivéncia e o crescimento da bactéria em células do hospedeiro,

embora aparentemente ndo estejam envolvidos na interacdo inicial entre a
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Salmonella e a mucosa intestinal. Contudo, os plasmidios habilitam a bactéria a
persistir nas células do sistema reticulo endotelial, como baco e figado (GULIG
& CURTISS lll, 1987; SWAMY et al., 1996).

Nado foram necessarios plasmidios de viruléncia de Salmonella
para ocorrer o deslocamento da bactéria através da mucosa intestinal de
camundongos, demonstrando que cepas de Salmonella sem plasmidios foram
capazes de colonizar e persistir no baco e figado, embora na fase sistémica da
infeccédo n&o tenha havido crescimento (GUILOTEAU et al., 1996).

Varios sorotipos de Salmonella possuem plasmidios de viruléncia
de diferentes tamanhos e composi¢cdo genética, no entanto, todos possuem
uma regido altamente conservada de 7,8 kb (GUINEY et al., 1995; LIBBY et al.,
1997; ROTGER & CASADESUS, 1999). A andlise da sequéncia de
nucleotideos desta regido revelou cinco genes denominados spv (Salmonella
plasmide virulence): spvR, A, B, C e D (GULIG et al., 1993). O operon spv
promove a sobrevivéncia e crescimento da bactéria no baco, figado e nddulos
linfaticos de camundongos infectados oralmente (HEFFERMAN et al., 1987).
Os quatro genes estruturais, spvA, spvB, spvC e spvD, séo transcritos como
um operon e ativados pelo produto do gene spvR, o qual é produzido na fase
estacionaria de crescimento, provavelmente devido ao acumulo de produtos
metabdlicos nesta fase (VALONE et al., 1993).

Segundo Gulig e colaboradores (1993), o gene spvC aumenta a
média de crescimento nas células do hospedeiro. Valone e colaboradores
(1993) constataram que nenhuma proteina spv foi expressa quando S. Dublin
teve mutacBes no gene spvC, sendo que a perda na expressdo das proteinas
SpVA e spvB pode ter ocorrido, segundo os autores, devido ao rompimento da
estabilidade de transcricdo ou porque o spvC € requerido para expressao de

outras proteinas.

O operon spv é requerido para a fase sistémica da doenca em

hospedeiros especificos, como o sorotipo Choleraesuis em suinos (DANBARA
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et al.,, 1992). Bactérias patogénicas (com operon spv) expressam fatores de
viruléncia que as ajudam a sobreviver em condi¢cdes hostis, como temperatura

elevada, pH acido e privacao de nutrientes (VALONE et al., 1993).

1.3. Fator de resisténcia aos antimicrobianos

A resisténcia microbiana € a perda da sensibilidade de um
microrganismo a antimicrobiano ao qual que originalmente era susceptivel.
Esta resisténcia pode ser adquirida por mutagcdes no DNA cromossomal ou por
aquisicdo de material genético extracromossémico por meio de plasmideos e
transposons (VAZQUEZ et al., 2002). A resisténcia crescente das bactérias
patogénicas aos antimicrobianos tem causado preocupacdo de que 0O UuSO
generalizado de agentes antimicrobianos na producdo animal possa promover
o desenvolvimento de bactérias resistentes ou de que genes de resisténcia
possam ser transferidos para bactérias que causam doenca no homem
(WEGENER et al., 1997).

No Brasil, a adigdo de antimicrobianos na ragao de aves de corte e
de postura é considerada uma pratica eficaz, tendo sido amplamente utilizada.
Assim, as pesquisas sobre formas alternativas para incrementar a
produtividade das aves tém sido prioridade, principalmente, no que se refere a
utilizacdo de probidticos (EDENS, 2003). A Unido Européia ja vem tomando
providéncias nesse sentido, onde desde janeiro de 2006 esta proibida a
utilizacdo de antibidticos como promotores de crescimento em animais de
producdo (MISSOTTEN, 2007).

A Organizagdo Mundial da Saude declara que s teremos
antimicrobianos efetivos por apenas mais 20 anos e que 25% a 35% de
pacientes hospitalizados fazem uso de antimicrobianos em algum momento de
sua internacdo. Apesar dos problemas apontados com o uso destes farmacos,
estes continuam sendo usados de forma inapropriada, afetando ndo somente
0s pacientes, como também a microbiota hospitalar (NOGUEIRA et al., 2005).
Um grande problema de saude publica enfrentado nas ultimas décadas foi o

surgimento e a disseminacao de resisténcia a antimicrobianos em populacdes
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bacterianas, principalmente de origem hospitalar. Atualmente, registra-se um
aumento significativo na frequéncia de isolamento de bactérias que eram
sensiveis as drogas de rotina usadas na clinica, mas que agora se apresentam
resistentes a todos ou quase todos os farmacos disponiveis no mercado
(NOGUEIRA et al., 1999).

O primeiro relato de resisténcia a uma droga antimicrobiana data de
1907, nos estudos de Paul Ehrlich, que registrou o aparecimento de
tripanossomideos resistentes ao quimioterapico “rosanilina”. O mesmo se deu
com a resisténcia bacteriana que acompanhou a utilizacdo pela Medicina
Humana e Veterinaria da sulfonamida e penicilina a partir da década de 40. A
cada dia a preocupacdo com o uso adequado dos antimicrobianos vem
crescendo. Um dos aspectos negativos quanto ao uso de antimicrobianos é a
selecdo de microrganismos multiresistentes, limitando as possibilidades
terapéuticas e aumentando ndo sO as taxas de letalidade, como também os
custos de tratamento (NOGUEIRA et al.,, 2005). Atualmente, podem-se
observar varios sorotipos de Salmonella envolvidos em casos de

multiresisténcia a diversos antimicrobianos (GUTIERREZ et al., 2000).

Para que o Brasil tenha uma avicultura competitiva e crescente,
tanto no mercado interno como no externo, é necessario que as agroindustrias
tenham um adequado sistema de biosseguridade, com regras bem definidas
em relacdo ao manejo e controle sanitario, minimizando assim o uso de
antimicrobianos. Cepas de S. Enteritidis isoladas de aves tém demonstrado alta
sensibilidade aos antibidticos de uso comum na avicultura, incluindo as
quinolonas. Entretanto, observa-se o aumento da resisténcia antimicrobiana e
multirresisténcia cruzada em cepas de origem humana. O uso de determinados
tipos de antibioticos em aves, particularmente as quinolonas, tem contribuido
para a manutencdo de lotes positivos para S. Enteritidis (SILVA, 2004).
Frangos de corte podem funcionar como reservatérios de genes de resisténcia
a antibidticos importantes em medicina veterinaria e humana (PESSANHA &
GONTIJO FILHO, 2001).



Adriano Sakai OKkamoto Introducio e Revisdo de Literatura 9

Em S. Typhimurium, Gallinarum, Enteritidis e Choleraesuis
demonstraram-se a presenca de plasmideos de alto peso molecular (50 a 100
kb), onde ha genes que codificam toxinas assim como genes que conferem
multiresisténcia a diferentes antimicrobianos (BARROW & LOVELL, 1989;
VAZQUEZ et al., 2002; TAKESHI et al., 2001). A familia Enterobacteriaceae
contém géneros que habitam o trato intestinal do homem e outros animais,
incluindo espécies ndo patogénicas (comensal) e patogénicas (HOWARD et al.,
1987). Muitas espécies desta familia presentes no trato intestinal s&o
freqientemente expostas a diferentes antimicrobianos, existindo potencial para
a disseminacdo de genes de resisténcia a antimicrobianos (GOLDSTEIN,
2001).

Séo identificados diferentes elementos genéticos que participam na
transferéncia de genes de resisténcia, sendo que os mais conhecidos sdo os
plasmideos (AMABILE-CUEVAS & CHICUREL, 1992), transposons (SALYERS
et al., 1995) e bacteri6fagos (STOKES & HALL, 1989). A transferéncia de
genes de resisténcia entre diferentes bactérias pode ocorrer por conjugacéo
(ZATYKAA & THOMASA, 1998), transducao (THOMPSON, 1994) e
transformacdo (COHENS et al., 1972). Na conjugacéao, se transferem genes de
resisténcia de uma bactéria a outra por meio de um plasmideo. Na transducéo,
um gene de resisténcia se integra a uma bactéria por meio de um virus e por
altimo, a transformacéo, onde ha captacéo e assimilacdo de genes liberados no
meio externo por bactérias mortas (VAZQUEZ et al., 2002). A resisténcia
antimicrobiana é feita por integrons que ocorrem nos plasmideos ou que séo
integrados dentro do cromossomo da bactéria (GOLDSTEIN et al., 2001). E
bem conhecida a funcéo dos plasmideos e transposons na multiresistencia das
bactérias aos antimicrobianos e na disseminacao natural dos determinantes de
resisténcia (AMABILE-CUEVAS & CHICUREL, 1992).

Integrons sé@o elementos genéticos capazes de integrar e expressar
genes de resisténcia aos antimicrobianos, sendo identificados em plasmideos e
transposons e que frequentemente contém um ou mais genes que codificam

resisténcia a antimicrobianos (STOKES & HALL, 1989). Os integrons
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funcionam como sistemas de captacdo de genes que conferem vantagens
seletivas para a bactéria. Dada a sua capacidade de reconhecer uma ampla
variedade de sequéncias de recombinacdo, sua capacidade de intercambio e
origem remota, estas estruturas permitem as bactérias rapida adaptacdo as
mudancas ecoldgicas, cujo exemplo mais recente corresponde sem duvida a
adaptacdo a era moderna da quimioterapia (GONZALEZ et al. 2004). Gonzélez
e colaboradores (1998) publicaram as primeiras evidéncias da presenca de
integrons em bacilos Gram negativos isolados de residuos biol6gicos em
hospitais chilenos.

Integrons sdo comumente associados com a familia
Enterobacteriaceae. Quatro classes de integrons sdo conhecidas (1, 2, 3 e 4),
sendo que a classe 1 é a predominante entre os membros desta familia tanto
na microbiota normal como na patogénica dos animais (GOLDSTEIN et al.,
2001). Baseados nos resultados encontrados com diferentes sorotipos do
género Salmonella, a maioria dos isolamentos obtidos de casos clinicos séo
resistentes a varios antimicrobianos e portam gene da classe 1, envolvido na
multiresisténcia antimicrobiana (VAZQUEZ-NAVARRETE et al., 2005). As
cepas que apresentam integrons sao as mesmas que apresentam os padrdes

de resisténcia mais amplos (MUNOZ et al., 2000).

Stokes & Hall (1989) demonstraram que as sequéncias de DNA
gue delimitam as regides com genes de resisténcia representam zonas
conservadas, com um extremo 5’ conservado de 1,36 kb e um extremo 3’
conservado de 2 kb. Estes genes de resisténcia estdo presentes em integrons
da classe 1, enquanto as demais classes de integrons relacionadas com
resisténcia antimicrobiana ndo possuem extremos 3’ altamente conservados, ja
que suas sequéncias podem variar por insercdo ou delecdo de alguns genes
ou sequéncias de inser¢do (GONZALEZ et al., 2004).

Em decorréncia da descoberta e estudo da transferéncia de gene
de resisténcia entre bactérias, houve um extraordinario avanco na ciéncia,

culminando com o desenvolvimento de técnicas moleculares que permitem o
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estudo e mapeamento de cromossomos e a subsequente manipulacdo de
genes, aplicaveis tanto em eucarioticos quanto em procariéticos (NOGUEIRA
et al., 1999).

1.4. Transferéncia horizontal de genes

As bactérias podem adquirir resisténcia aos antimicrobianos por
meio da transferéncia horizontal de genes de resisténcia, caracteristica muito
frequente entre as bactérias (GOMEZ, 1998; TOP et al., 2000).

Transferéncia horizontal de genes é a transferéncia de material
genético diretamente para uma célula viva ou um organismo, seguido de sua
expressado. A transferéncia horizontal de genes desempenha o papel principal
na evolugdo dos genomas, pois € considerada com mais importante do que a
alteracdo da funcdo do gene através de mutagBes pontuais na adaptacdo de
bactérias a novos ambientes (UETANABARO & GOES-NETO, 2006).

A transferéncia horizontal de genes é um dos campos mais
intensamente estudados em biociéncia desde 1940, pois esse assunto nao é
s6 de interesse para o conhecimento das implica¢des evolutivas, mas, também,
tornou-se muito importante no estudo de risco da liberacdo acidental ou
deliberada de organismos geneticamente modificados no ambiente (DROGE et
al., 1998).

Evidéncias circunstanciais indicam o movimento de genes entre
diferentes espécies durante a evolugdo. Um evento de transferéncia horizontal
de genes entre plantas e bactérias foi descrito por Meyer e colaboradores
(1995); entre células humanas e bactérias, por Holmgren e Branden (1989);
entre diferentes espécies de leveduras, por Hardy e Clark-Walker (1991); entre
protistas e bactérias, por Smith e colaboradores (1992) e entre fungos e

bactérias por Klotz e colaboradores (1997).

O uso de plantas geneticamente modificadas na agricultura tem

aumentado a preocupacdo sobre o impacto dos genes modificados na saude
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humana e no meio ambiente. Isso é baseado na hipétese que, se esses genes
possam ser transferidos para microrganismos, eles poderiam ser disseminados
no ambiente. Como, por exemplo, ja é conhecida a existéncia de
microrganismos patogénicos oportunistas de origem do solo resistentes a
novos antibioticos (COURVALIN, 1994).

Segundo os estudos de Salyers e Ama’bile-Cuervas (1997),
existem evidéncias que apdiam a manutencdo estavel de genes de resisténcia
mesmo na auséncia de pressdo seletiva. Os genes de resisténcia e seus
vetores sao facilmente adquiridos, porém sédo dificilmente perdidos. Essa
facilidade de aquisicdo e transferéncia de genes de resisténcia € favorecida
pela cooperacdo entre diferentes elementos de transferéncia genética que
atuam na transferéncia horizontal de genes de determinantes de resisténcia a
antimicrobianos (UETANABARO & GOES-NETO, 2006).

Genes de resisténcia sdo codificados por plasmidios e estes séo
transferidos frequentemente entre espécies, sendo comum em Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Enterobacter spp., Citrobacter
freundii, Salmonella spp. e Serratia spp., sendo sua disseminacao
aparentemente inevitavel (DE CHAMPS et al., 1991; PHILIPPON, et al., 1989).



“Quem sabie concentrar-se numa ceisa e insistiv nela came dnico ebjetive,
clitém, ac fim e ac cabio, a capacidade de fazer gualgquer coisa’

Objetivos
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2.

OBJETIVOS

Detectar genes responsaveis pela viruléncia da Salmonela Enteritidis
(invA e spvC) atraves da Reacdo em Cadeia da Polimerase
correlacionando com sua sobrevivéncia em condi¢cdes extremas de

temperatura, ph e privacao de nutrientes.

Detectar gene relacionado com a resisténcia a antimicrobianos
presentes em integrons classe 1 através da Reacdo em Cadeia da
Polimerase, correlacionando com Salmonela Enteritidis multiresistente,

observado no antibiograma.

Determinar a ocorréncia da transferéncia horizontal de genes de
resisténcia a antimicrobianos (integron classe 1), entre Escherichia coli e

Salmonella Enteritidis.



“Lembrne-se que a dnica ceisa em nossas vidas
que jamais recuperamaes ¢é ¢ tempe,

per isse, jamais e desperdice.

Lembre-se tambiém que na sua fora de preguica,
alguém estd estudande em seu lugar!”

Material e Métodos
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local

Os experimentos foram realizados no Laboratério de
Ornitopatologia do Departamento de Clinica Veterinaria da Faculdade de

Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP, Campus de Botucatu.

3.2. Cepas bacterianas

Utilizou-se 100 cepas de Salmonella enterica subespécie enterica
sorotipo Enteritidis (SE) isoladas de visceras (figado, ceco, saco vitelino ou
ovario), suabes de arrasto e carcacas (frangos ou matrizes pesadas). Estas
bactérias foram sorotipadas no Instituto Adolfo Lutz em S&o Paulo e entdo

estocadas em 4gar nutriente.

As cepas de SE foram reativadas em tubos contendo 3 mL de
infusdo cérebro coracéao (BHI) e incubadas em aerobiose a 41<C por 24 horas.
Em seguida, as cepas foram semeadas em placas de Petri contendo agar
verde brilhante (AVB), incubadas como descrito anteriormente e permanecendo

a temperatura de 4C até o momento de uso.

Utilizou-se como bactéria doadora cepa de Escherichia coli isolada
de estacdo de tratamento de dgua em Porto-Portugal, identificada na Escola
Superior de Biotecnologia da Universidade Catdlica Portuguesa, positiva para
integron-classe 1 e multiresistente aos antimicrobianos utilizados nesse
experimento. E cepa de SE como bactéria receptora proveniente da
bacterioteca do Laboratério de Ornitopatologia do Departamento de Clinica
Veterinaria da FMVZ - UNESP Campus de Botucatu.
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3.3. Teste de resisténcia a antimicrobianos

O teste de inibicdo em placa (antibiograma) foi realizado seguindo
a metodologia de Bauer e Kirby (1966), com a incubacao de cinco coldnias da
cepa de SE em caldo Mueller-Hinton (MH) a temperatura de 37<C durante duas
a oito horas, até atingir a turbidez equivalente a 0,5 na escala de MacFarland.
ApoOs o0 ajustamento da turbidez utilizou-se suabe estéril pressionando-o contra
a parede do tubo, a fim de retirar-se o0 excesso de liquido e em seguida
semeou-se sobre a superficie da placa de Petri contendo agar MH, girando-a
duas ou mais vezes. Fechada a placa, esta foi deixada em repouso por cinco
minutos, para completa absor¢cao do excesso de umidade. Depositaram-se sete
discos (Sensifar) impregnados com antimicrobianos, distantes entre si sobre a
superficie de cada placa com auxilio de pinga estéril. Posteriormente a placa foi
invertida e incubada a 37°C em aerobiose. A leitura das placas foi realizada
apos 18 horas de incubacédo e, com auxilio de réegua foi medido o diametro dos
halos de inibigdo incluindo os discos. Os resultados foram analisados
comparando com tabela padréo de sensibilidade da Sensifar - Cefar .

Os 14 antimicrobianos utilizados no antibiograma foram
gentamicina (10ug), enrofloxacina (5ug), cloranfenicol (30ug), neomicina
(30ug), tetraciclina (30ug), ampicilina (10ug), acido nalidixico (30ug),
sulfonamidas (300ug), trimetoprima (5ug), ceftiofur (30ug), amicacina (30uQ),
estreptomicina (10ug), tobramicina (10ug) e ciprofloxacina (5ug).

3.4. Condic¢des de crescimento bacteriano

Todas as cepas bacterianas foram semeadas em AVB e incubadas
durante 24 horas a temperatura de 37°C. Posteriormente, cinco colbnias de
cada cepa foram semeadas em tubos contendo 3 mL de caldo nutriente. Em
seguida, cada uma das cepas de SE foi submetida a variagdo de pH,

temperatura ou concentracao de nutrientes (Figura 1).

" Cefar Farmaco Diagnoéstica Ltda. Pesquisas CliR@mracéuticas e Produtos para Diagndsticos.
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3.4.1. Concentragéo de nutrientes

As cepas de SE foram semeadas em caldo nutriente com pH 7,0 +
0,2 e preparado nas concentracdes de 0,5%, 1,0%, 2,5%, 5,0% e 10% a partir
da recomendac&o do fabricante (13g de meio/L - OXOID') composto por 1g/L
de extrato de carne, 2g/L de extrato de levedura, 5g/L de peptona e 5g/L de

cloreto de sédio.

3.4.2. Variacéo de pH

As cepas bacterianas foram semeadas em tubos contendo caldo

nutriente completo com o pH corrigido para 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 e 10,0.

3.4.3. Variacdo de temperatura

As cepas bacterianas foram semeadas em tubos contendo caldo
nutriente completo com pH 7,0 £ 0,2 a temperatura de 10C, 25C, 40C, 55T
e 70C.

Todos os cultivos foram realizados em triplicata e incubados
durante 24 horas a temperatura de 37°C, com excecédo daqueles submetidos
as temperaturas diferentes. Apdés o periodo de incubacdo os cultivos foram
avaliados em relacdo ao crescimento das cepas de SE, verificado por meio da
turvacdo do meio de cultura e subsequente semeadura em AVB. Trés tubos
contendo caldo nutriente completo, pH 7,0 £ 0,2 semeados com cepa de SE e
incubados a 37T durante 24 horas e, trés tubos contendo 0 mesmo meio e
ndo semeados, constituiram-se respectivamente nos controles positivo e

negativo.

! OXOID — OXOID LTD., Basingstoke, Hampshire, Englan
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Placa com AVB
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FIGURA 1. Delineamento experimental demonstrando o cultivo das cepas de
Salmonella Enteritidis em meio com variacdo de pH, concentracdo de

nutrientes e temperatura.
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3.5. Biologia molecular

3.5.1. Preparacéao do lisado bacteriano

O lisado bacteriano foi obtido de cada cepa para deteccdo dos
genes de viruléncia e resisténcia a antimicrobianos. Apés cultivo da bactéria
por 24 horas a 37C em AVB, colbnias foram transfer idas para tubo de ensaio
contendo &agua bidestilada estéril, até atingir a turbidez equivalente a 3 na
escala de MacFarland e centrifugado a 15.000 rpm durante 5 minutos. Em
seguida, descartou-se o sobrenadante e adicionou-se 1mL de agua bidestilada
estéril, submetendo-se esta suspensdo a 100C durante 10 minutos e apos
refrigeracdo (4°C) centrifugou-se a 15.000 rpm, sendo o sobrenadante
armazenado a —20C até o momento de uso (ALVAREZ et al., 2003).

3.5.2. Oligonucleotideos

Os oligonucleotideos (primers) utilizados para 0 gene que integra a
classe 1 - integrons (ALVAREZ et al., 2003; BIRNBOIM & DOLY, 1979;
GOLDSTEIN et al., 2001) e genes de viruléncia - invA e spvC (SWAMY et al.,

1996) estdo especificados na Tabela 1.
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TABELA 1. Oligonucleotideos (primers) referentes aos genes de resisténcia a
antimicrobianos (integrons) e de viruléncia (InvA e SpvC) de Salmonella

Enteritidis.

Gene Oligonucleotideo (5 - 3)) Pares de bases
(pb)
Integrons GGCATCCAAGCAGCAAG 900
classe 1 AAGCAGACTTGACCTGA
InvA TTGTTACGGCTATTTTGACCA 521

CTGACTGCTACCTTGCTGATG

SpvC CGGAAATACCATCTACAAATA 669
CCCAAACCCATACTTACTCTG

3.5.3. Amplificacdo do DNA bacteriano

ApoOs a obtencéo do lisado das cepas de SE, a presenca dos genes
foi investigada por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). A
amplificacdo do DNA bacteriano foi realizada separadamente para cada gene

(integrons, invA e spvC).

Para o gene de resisténcia antimicrobiana (integron classe 1) a
amplificacdo ocorreu em microtubo estéril, onde foram adicionados tampéo
para PCR 1 X (100mM Tris-HCI pH 8,8 a 25°C, 50mM KCI, 1,5mM MgCl,), 1uM
de cada um dos oligonucleotideos, 1U de DNA Taq polimerase, 0,2mM de cada
desoxinucleotideo trifosfato (ANTP), 13uL de agua ultrapura e 15uL do lisado
de cada cepa, totalizando volume final de 50pL (SILVA et al., 2007).
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A amplificacdo consistiu de desnaturagcdo a 94T durante 10
minutos, seguida de 35 ciclos a 94C durante 1 minuto, anelamento a 54C
durante 1 minuto e extenséo das fitas de DNA a 72T durante 2 minutos, com
extensao final a 72T durante 10 minutos (SILVA et al., 2007).

Para os genes de viruléncia (invA e spvC) a amplificacdo foi
realizada em microtubo estéril, adicionando-se 2uL do DNA de cada cepa de
SE, 15,55uL de agua ultra pura, 2,5uL de tampao de PCR 10X (100 mM Tris-
HCI pH 8,3, 500mM KCI, 1,5mM MgCly), 0,75uL de MgCl, (50mM), 0,5uL de
cada dNTP a 2,5mM, 1uL de cada primer (20pmoles), 0,2uL de DNA Taq
polimerase (5U/uL), totalizando volume de 25pL. Iniciou-se a amplificacdo com
desnaturacao de 94T durante 5 minutos, seguida por 35 ciclos a 94T durante
30 segundos, anelamento de 60°C durante 30 segundos e uma extensédo de
72C durante 30 segundos, seguida por extensao final de 4 minutos a 72<C.

3.5.4. Deteccéo do produto amplificado (eletrofores e em gel de agarose)

Para cada 7uL do produto da PCR adicionaram-se 3uL de tampéao
de corrida (loading buffer 6X). Apdés homogeneizacdo foram colocados 10uL
em cada poco do gel de agarose a 1%. Os produtos da PCR juntamente com o
marcador de peso molecular (100 pb DNA ladder) e os controles negativo e
positivo, foram separados por eletroforese em corrida de 100 V durante 50
minutos. O gel foi corado com solucdo de brometo de etideo (10mg/mL)

durante 10 minutos e analisado sob luz ultravioleta.

3.6. Transferéncia horizontal de gene

Para a escolha das bactérias doadora e receptora (item 3.2.),
realizou-se teste de antibiograma e PCR antes do inicio do experimento, para
se comprovar além da resisténcia e sensibilidade, também a presenca ou néo

do gene de resisténcia a antimicrobianos.
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Até o presente momento, ndo se tem conhecimento na literatura da
transferéncia horizontal de gene entre uma Escherichia coli e uma Salmonella

Enteritidis, in vitro.

Adaptou-se a técnica utilizada por Hall e colaboradores (1993),
acrescentando-se tetraciclina, ampicilina e trimetoprima na concentragao de
5ug/mL ao caldo e ao agar nutriente e 100ug/mL ao AVB. Esses
antimicrobianos foram escolhidos aleatoriamente dentre aqueles em que a
cepa de SE (receptora) mostrou-se sensivel e a cepa de Escherichia coli

(doadora) resistente (Figura 2).

Verificou-se a transferéncia com incubacdo das bactérias (doadora
e receptora) separadamente em caldo nutriente a 37°C durante 24 horas,
sendo posteriormente diluidas 100 vezes também em caldo nutriente preé-
aguecido a 37T e incubadas durante mais 4 horas. Em seguida foram
centrifugadas a 7.300 rpm e o sedimento de cada bactéria (doadora e
receptora) foi homogeneizado num mesmo tubo contendo 2 mL de caldo
nutriente, semeado em agar nutriente e incubados a 37T durante 24 horas. A
placa foi entdo lavada com PBS e semeado por esgotamento em AVB com
auxilio de alca de platina. As colbnias de SE e E. coli foram diferenciadas
quanto a capacidade de fermentac&o da lactose presente no meio AVB (Figura
3). Separadas, as bactérias foram submetidas a novo antibiograma e detec¢éo
do gene integron pela PCR.
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FIGURA 2. Antibiograma: a) Escherichia coli (doadora) resistente e b) Salmonella

Enteritidis (receptora) sensivel a tetraciclina, ampicilina e trimetoprima.
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FIGURA 3. Placa de Petri contendo agar verde brilhante semeada com lavado
proveniente das cepas de Salmonella Enteritidis: coldnias rosadas, lactose - e
Escherichia coli: colonias amareladas, lactose +.



“Ud imaginagde é mais impextante que o confiecimente”

Wllent Einstein

Resultados




Adriano Sakai OKkamoto Resultados 27

4. RESULTADOS

4.1. Biologia molecular - Deteccéo do produto ampli  ficado

A PCR foi realizada com as 100 cepas de SE pesquisadas. Na
eletroforese em gel de agarose observou-se a presenca de bandas especificas
referentes aos pesos moleculares dos genes invA-521 pb e spvC-669 pb
(Figura 4).

Na pesquisa dos genes de viruléncia invA e spvC das cepas de SE

apenas 3% e 26%, respectivamente, ndo apresentaram 0s genes.

O gene de resisténcia aos antimicrobianos (integron classe 1), ndo

foi observado em nenhuma das 100 cepas de SE pesquisadas na PCR.
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123456 78

o —~—— o - -

FIGURA 4. Genes de viruléncia spvC (colunas 1, 2, 3 e 4) e invA (colunas 5, 6
e 7). Marcador de peso molecular 100 pb DNA ladder (coluna 8).
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4.2. Condigbes de crescimento bacteriano

4.2.1. Concentracéo de nutrientes

Em relagdo a quantidade de nutrientes, somente 11 cepas de SE
foram capazes de crescer quando o meio de cultivo estava com apenas 0,5%
da quantidade recomendada pelo fabricante (OXOID®), sendo todas positivas
quanto a presenca dos genes de viruléncia pesquisados. Nas demais
concentracdes de nutrientes todas as cepas cresceram independentemente da

presenca dos genes de viruléncia pesquisados (Anexo | e Tabela 2).

TABELA 2. Presenca dos genes de viruléncia spvC e invA em Salmonella

Enteritidis e sua multiplicacdo em diferentes concentracdes de nutrientes.

Concentracao de nutrientes (%)
0,5 1,0 2,5 50 10,0
Gene PCR + + - + - + + - Total

11 63 74 O 74

SpvC O 74 0 74 O 74
P 0O 26 26 0 26 0 26 0 26 O 26
VA + 11 86 97 0 97 0 97 0 97 O 97
- 0 3 3 0 3 0 3 0 3 0 3

4.2.2. Variagcédo de pH

Nenhuma das cepas testadas cresceu no cultivo com pH 2,0,
demonstrando a incapacidade da SE crescer em meios muito acidos. Nos
cultivos com pH 4,0 houve o crescimento de apenas duas cepas de SE, assim
como quando o pH foi de 10,0, porém elas ndo foram as mesmas. Em ambos
0S casos 0s genes spvC e invA estavam presentes nas quatro cepas,
demonstrando uma possivel expressao destes genes de viruléncia na bactéria.
Ja nos cultivos com pH 6,0 e 8,0 todas as cepas cresceram, independente de

possuir ou ndo os genes (Anexo Il e Tabela 3).



Adriano Sakai OKkamoto Resultados 30

TABELA 3. Presenca dos genes de viruléncia spvC e invA em Salmonella

Enteritidis e sua multiplicacdo em diferentes niveis de pH.

pH
2,0 4,0 6,0 8,0 10,0
Gene PCR + - + - + - + - + - Total
SpvC + 0 74 2 72 74 0 74 0 2 72 74
- 0 26 0 26 26 0 26 0 0 26 26
INVA + 0 97 2 95 97 0 97 0 2 95 97
- 0 3 0 3 3 0 3 0 0 3 3

4.2.3. Variacado de temperatura

Considerando as diferentes temperaturas de cultivo, houve
crescimento somente de quatro cepas de SE na temperatura de 25C, as quais
também apresentaram os genes spvC e invA. Na temperatura de 40°C todas
as cepas cresceram satisfatoriamente, independente de apresentar ou nao os
genes de viruléncia. Nas demais temperaturas (10°C, 55°C e 70°C), ndo houve
crescimento de nenhuma das cepas de SE (Anexo Ill e Tabela 4).

TABELA 4. Presenca dos genes de viruléncia spvC e invA em Salmonella

Enteritidis e sua multiplicacdo em diferentes temperaturas de cultivo.

Temperatura (°C)

10 25 40 55 70
Gene PCR + - + - + - + - + - Total
SpvC 0 74 4 70 74 0 0 74 0 74 74
0 26 0 26 26 0 0 26 0 26 26
0 97 4 93 97 0 0 97 0 97 97
InvA

As cepas de SE que apresentaram crescimento quando
submetidas a concentracdo de 0,5% de nutrientes, pH 4,0 ou 10,0 e
temperatura de 25°C, como apresentadas nas figuras 5 6 e 7,

respectivamente, também apresentaram os genes de viruléncia invA e spvC.
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FIGURA 5. Numero de cepas de Salmonella Enteritidis (SE) portadoras dos

genes de viruléncia invA e spvC em diferentes concentracdes de nutrientes.
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FIGURA 6. Numero de cepas de Salmonella Enteritidis (SE) portadoras dos

genes de viruléncia invA e spvC em diferentes niveis de pH.
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FIGURA 7. Numero de cepas de Salmonella Enteritidis (SE) portadoras dos

genes de viruléncia invA e spvC em diferentes temperaturas de cultivo.
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Todas as cepas que se multiplicaram fora das condi¢des ideais
para Salmonella spp. apresentaram ambos 0s genes de Vviruléncia

pesquisados.

4 .3. Teste de resisténcia a antimicrobianos

Os resultados da resisténcia e sensibilidade das 100 cepas de SE

isoladas de material avicola frente a antimicrobianos estdo demonstrados na
Tabela 5.

TABELA 5. Perfil de resisténcia e sensibilidade de 100 cepas de Salmonella

Enteritidis isoladas de material avicola.

Numero de cepas

Antimicrobianos Resistente Intermediario Sensivel
Sulfonamida 75 14 11
Acido nalidixico 57 16 27
Ampicilina 41 7 52
Tetraciclina 18 4 78
Tobramicina 16 2 82
Enrofloxacina 14 30 56
Gentamicina 10 3 87
Neomicina 9 30 61
Ceftiofur 9 12 79
Estreptomicina 7 10 83
Trimetoprima 5 9 86
Amicacina 4 1 95
Ciprofloxacina 1 5 94
Cloranfenicol 0 1 99




Adriano Sakai OKkamoto Resultados 35

O antimicrobiano que se mostrou mais eficaz foi o cloranfenicol,

apresentando 99% de sensibilidade nas cepas testadas.

O antimicrobiano de menor inibicdo das cepas (11%) foi a

sulfonamida.

Apenas oito cepas de SE apresentaram sensibilidade a todos os
antimicrobianos testados. Setenta e duas cepas de SE foram resistentes de um
a trés antimicrobianos, 15 cepas foram resistentes de quatro a seis
antimicrobianos e cinco cepas foram resistentes a mais de sete
antimicrobianos, sendo que uma dessas foi resistente a até nove dos 14

antimicrobianos testados (Figura 8).
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FIGURA 8. Numero de cepas de Salmonella Enteritidis isoladas de material

avicola resistentes a antimicrobianos.
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4.4. Deteccgédo de gene de resisténcia a antimicrobia  nos

O gene de resisténcia a antimicrobianos (integron classe 1) nédo foi

observado em nenhuma das 100 cepas de SE pesquisadas na PCR.

4.5. Transferéncia horizontal de genes

Apés realizagdo da técnica modificada de transferéncia de gene in
vitro proposta por Hall e colaboradores (1993), as bactérias foram separadas e
submetidas a novo antibiograma, quando ambas apresentaram-se resistentes a
tetraciclina, ampicilina e trimetoprima (Figura 9). A presenca do gene de
resisténcia a antimicrobianos (integron classe 1) foi verificada tanto na E. coli
(doadora) quanto na SE (receptora), confirmando assim a transferéncia deste
gene entre ambas (Figura 10).
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FIGURA 9. Antibiograma mostrando a) Salmonella Enteritidis (receptora) e b)

Escherichia coli (doadora) resistentes a tetraciclina, ampicilina e trimetoprima.
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~900 pb

FIGURA 10. Gel de agarose mostrando as bandas do gene de resisténcia
antimicrobiana (integron classe 1). Na coluna 1 o marcador de peso molecular,
na coluna 2 o controle positivo Escherichia coli (doadora) e nas colunas 3, 4, 5

e 6 cepas de Salmonella Enteritidis receptoras positivas.



“Uprendi que matwiidade tem mais a ver
cam as tipas de experiéncia que se teve
e @ que vacé aprendeu com elas do que
com quantos anivensdrios vacé celebivaw”

Willian Shakespeare

Discussao
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5. DISCUSSAO

Todas as cepas negativas para o gene invA (3%) também foram
negativas para o gene spvC e sO cresceram na temperatura de 37C, pH 6,0 e
8,0 e com concentracdo de nutriente recomendada pelo fabricante (OXOID®),
concordando com experimento desenvolvido por FRANCO & LANDGRAF
(1996) e SILVA (1999).

A incapacidade da SE em crescer nos meios com pH muito baixo
(acido), também foi demonstrado nesse experimento, quando nenhuma das

cepas testadas conseguiu crescer em pH 2,0.

Duas cepas de SE que cresceram em meio de cultivo com pH 4,0 e
outras duas em pH 10,0, apresentaram 0s genes de viruléncia invA e spvC,
possivelmente expressos nessas cepas por crescerem em condi¢cdes hostis de
pH.

O crescimento de todas as cepas de SE no meio de cultura com pH
6,0 e 8,0 ja era esperado, devido ao fato de que o pH ideal para o crescimento
da SE estar entre 6,5 e 7,5, conforme SILVA (1999).

O crescimento de todas as cepas na temperatura de 40°C e o0 néo
crescimento nas temperaturas de 10°C, 55°C e 70°C, concorda com
experimento desenvolvido por FRANCO & LANDGRAF (1996), quando
observaram que entre 35°C a 37T seria a temperatur a ideal para crescimento
de Salmonella spp., sendo 5°C e 47°C as temperaturas minima e maxima de

crescimento, respectivamente.

De todas as cepas que cresceram fora das condicbes ideais de
temperatura, pH e concentracdo de nutriente para Salmonella spp.,
apresentando os genes de viruléncia (invA e spvC), apenas duas apresentaram
crescimento concomitante tanto em pH 10,0, quanto na temperatura de 25<C,

demonstrando assim uma possivel capacidade de sobrevivéncia em condi¢cdes
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hostis quando os genes de viruléncia estdo presentes e sdo expressados.
Estes resultados ndo comprovam inteiramente a relacdo de sobrevivéncia da
SE em condi¢des hostis com a presenca dos genes de viruléncia testados,
embora ndo deixe duvidas em relacdo a presenca dos dois genes testados
nessas duas cepas de SE. Segundo Valone e colaboradores (1993), a
capacidade das bactérias em sobreviver em condi¢bes improprias de cultivo

esta relacionada com a presenca e expressao destes genes de viruléncia.

Nem todas as bactérias que possuem genes de viruléncia sao
capazes de expressa-los. Porém, quando expressados podem ser
fundamentais na sua multiplicacdo e sobrevivéncia, ampliando a preocupacao

em relacao tanto da saude publica quanto animal.

O antimicrobiano mais eficaz contra SE observado neste
experimento foi o cloranfenicol. Resultados semelhantes também foram
observados por Cunha e colaboradores (1981), quando demonstraram a
sensibilidade de 100% de cepas de S. Typhi a este antimicrobiano em
diferentes estados brasileiros. Por outro lado, alguns trabalhos evidenciam a
resisténcia de Salmonella spp. a este antimicrobiano desde a década de 60 em
muitos paises, incluindo o Brasil (SOLORZANO-SANTOS et al., 1987; ASENSI
et al.,, 1994). A sensibilidade da bactéria ao cloranfenicol possivelmente se
deve ao fato deste antimicrobiano ter sido proibido para uso na alimentag&o
animal desde 2003 (BRASIL, 2003), reduzindo assim a exposi¢ao das bactérias

a este farmaco.

A resisténcia da maioria das cepas de Salmonella testadas neste e
em outros trabalhos frente a sulfonamida, ocorre possivelmente devido a este
antimicrobiano ser utilizado em larga escala tanto na medicina humana quanto
veterinaria ha muito tempo (NOGUEIRA et al., 2005).

O uso indiscriminado e inadequado de antimicrobianos, tanto em
seres humanos quanto em animais, tem sido um problema em diversos paises,

ja que a pressao seletiva destas drogas sobre bactérias de interesse veterinario
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também influencia o perfil de sensibilidade de bactérias patogénicas ao
homem, especialmente pela transferéncia de plasmidios, um dos principais

responsaveis pelo mecanismo de resisténcia (ALECRIM et al., 2002).

Outros genes ou mecanismos devem estar relacionados com a
multiresisténcia bacteriana aos antimicrobianos, ja que varias cepas foram
multiresistentes (mais de trés antimicrobianos) e em nenhuma destas foi

detectado o gene de resisténcia a antimicrobianos integron classe 1.

Com o uso indevido de antimicrobianos, encontramos grande

quantidade de SE (80%) apresentando resisténcia a até trés antimicrobianos.

Para confirmar que houve a transferéncia do gene entre as
bactérias e ndo a resisténcia adquirida pela SE por meio da pressao exercida
pelo uso de subdoses dos antimicrobianos (5pg/mL) acrescidos ao meio de
cultivo, realizou-se o0 mesmo procedimento de transferéncia horizontal do gene,
mas sem a presenca da bactéria doadora (E. coli), utilizando somente a
bactéria receptora (Salmonella Enteritidis) a qual ndo apresentou o gene.

A transferéncia do gene de resisténcia a antimicrobianos foi
facilmente realizada, concordando com Uetanabaro e Goes-Neto (2006)
qguando descrevem a facilidade de transferéncia desses genes, favorecida pela

cooperacao entre os diferentes elementos de transferéncia genética.

A transferéncia do gene de resisténcia presente em integron classe
1 observada nesse experimento, concorda com Nwosu (2001), quando
descreve que a transferéncia horizontal de genes é favorecida pela presenca
de elementos genéticos méveis (plasmidios, transposons, integrons, cassetes
de genes e bacteriéfagos) e pela organizacdo do genoma bacteriano em
operons, 0 que permite a transferéncia cooperativa de genes com funcdes
relacionadas.

A transferéncia horizontal de gene observada nesse experimento

por conjugacdo, assim como experimento realizado por Nogrady e
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colaboradores (2006), sugerem gue muitas dessas enterobactérias podem ser
um potencial reservatério para disseminacdo de genes de resisténcia a
antimicrobianos e para emergéncia de novas bactérias patogénicas e

multiresistentes a antimicrobianos em aves.



“0O que adare em tua natureza,
nae é ¢ profunde instinte matetnal
nem a tua pureza, nem a tua impuweza.

0 que adere em ti, é a Vida”

Manuel Bandeira

Conclusao
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6. CONCLUSAO

Salmonella Enteritidis apresenta genes relacionados com viruléncia

(invA e spvC), que podem nao ter sido expressos.

As Cepas de Salmonella Enteritidis podem apresentar pouca

exigéncia nutricional.sendo mais evidentes em relacdo a temperatura e pH.

Com relacdo a pouca exigéncia nutricional da Salmonella
Enteritidis, podemos concluir que esta bactéria pode se multiplicar em diversos
substratos e em diferentes alimentos, se tornando um problema muito grande
em saude publica, e também na economia avicola, com prejuizos em relacao a

transmissao dessa bactéria para as préprias aves dentro de uma granja.

A multiresisténcia néo teve relacdo com a presenca do gene de
resisténcia a antimicrobianos (integron classe 1), pois nenhuma das cepas

apresentou tal gene.

A transferéncia do gene de resisténcia a antimicrobianos integron
classe 1 pode ser realizada in vitro, por meio do cultivo concomitante de SE

(receptora) e E.coli (doadora).



“Se procuran bem vocé acalia encantrande
nae a explicagie duvidesa da vida,
mas a peesia inexplicivel da vida”

Carlos Duumaend de Undrade
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ANEXO |

TABELA 1. Presenca dos genes de viruléncia spvC e invA em Salmonella

Enteritidis (SE) e sua multiplicacdo em diferentes concentracdes de nutrientes.

NUumero de Gene Concentracao de nutrientes (%)
cepa de SE spvC invA 0,5 1,0 2,5 5,0 10
1 + + - + + + +
2 + + - + + + +
3 - + - + + + +
4 - + - + + + +
5 - + - + + + +
6 - + - + + + +
7 + + - + + + +
8 - + - + + + +
9 - + - + + + +
10 + + - + + + +
11 - + - + + + +
12 + + - + + + +
13 - + - + + + +
14 + + - + + + +
15 + + - + + + +
16 - + - + + + +
17 + + - + + + +
18 - + - + + + +
19 + + - + + + +
20 - - - + + + +
21 - + - + + + +
22 + + - + + + +
23 + + + + + + +
24 + + - + + + +
25 - + - + + + +
26 + + - + + + +
27 + + + + + + +
28 - + - + + + +
29 + + - + + + +
30 + + - + + + +
31 + + - + + + +
32 + + - + + + +
33 + + - + + + +
34 - + - + + + +
35 - - - + + + +
36 + + - + + + +
37 + + + + + + +
38 - + - + + + +
39 + + - + + + +
40 + + - + + + +
41 + + - + + + +
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Numero de Gene Concentracao de nutrientes (%)

cepa de SE spvC invA 0,5 1,0 2,5 5,0 10
89 + + - + + + +
90 + + + + + + +
91 + + - + + + +
92 + + - + + + +
93 + + - + + + +
94 + + - + + + +
95 + + - + + + +
96 + + - + + + +
97 + + - + + + +
98 + + - + + + +
99 + + - + + + +
100 + + - + + + +
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ANEXO I

TABELA 1. Presenca dos genes de viruléncia spvC e invA em Salmonella

Enteritidis (SE) e sua multiplicacdo em diferentes niveis de pH.

Numero de Gene pH
cepas de SE spvC invA 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0
1 + + - - + + -
2 + + - - + + -
3 - + - - + + -
4 - + - - + + -
5 - + - - + + -
6 - + - - + + -
7 + + - - + + -
8 - + - - + + -
9 - + - - + + -
10 + + - - + + -
11 - + - - + + -
12 + + - - + + -
13 - + - - + + -
14 + + - - + + -
15 + + - - + + -
16 - + - - + + -
17 + + - - + + -
18 - + - - + + -
19 + + - - + + -
20 : : : : " + _
21 - + - - + + -
22 + + - - + + -
23 + + - - + + -
24 + + - - + + -
25 - + - - + + -
26 + + - - + + -
27 + + - - + + -
28 - + - - + + -
29 + + - - + + -
30 + + - - + + -
31 + + - - + + -
32 + + - - + + -
33 + + - - + + -
34 - + - - + + -
35 - - - - + + -
36 + + - - + + -
37 + + - - + + -
38 - + - - + + -
39 + + - - + + -
40 + + - - + + -
41 + + - - + + -




65

Anexo I1

Adriano Sakai Okamoto

pH
6,0

Gene

10,0

8,0

invA 2,0 4,0

spvC

Numero de
cepas de SE

++++++++++++++++++F+ A+

++++++++++++ A+ A+ A+

+++++++++++++++++ A+ 0+

I S ST S S S S e s i i S i T A S S S R T T S S S S S S S S S R S SR SR S S
NOMITONODDOANMNTIINONODDOANMNMITIINONODNIOANMNMITNONDODO ANM LD O N 0
TITTITITITITOOOODOOOODDIDOODOOOOOOOOOORMNMNNNNNNNN®MWW O 00 0 0




Adriano Sakai Okamoto Anexo I1I 66

Numero de Gene pH

cepas de SE spvC invA 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0
89 + + - - + + -
90 + + - - + + -
91 + + - - + + -
92 + + - - + + -
93 + + - - + + +
94 + + - + + + -
95 + + - - + + -
96 + + - - + + -
97 + + - + + + -
98 + + - - + + -
99 + + - - + + -
100 + + - - + + -
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ANEXO IlI

TABELA 1. Presenca dos genes de viruléncia spvC e invA em Salmonella

Enteritidis (SE) e sua multiplicacdo em diferentes temperaturas de cultivo.

Numero de Gene Temperatura (°C)
cepa de SE spvC invA 10 25 40 55 70
1 + + - - + - -
2 + + - - + - -
3 - + - - + - -
4 - + - - + - -
5 - + - - + - -
6 - + - - + - -
7 + + - - + - -
8 - + - - + - -
9 - + - - + - -
10 + + - - + - -
11 - + - - + - -
12 + + - - + - -
13 - + - - + - -
14 + + - - + - -
15 + + - - + - -
16 - + - - + - -
17 + + - + + - -
18 - + - - + - -
19 + + - - + - -
20 - - - - + - -
21 - + - - + - -
22 + + - - + - -
23 + + - - + - -
24 + + - - + - -
25 - + - - + - -
26 + + - - + - -
27 + + - - + - -
28 - + - - + - -
29 + + - - + - -
30 + + - - + - -
31 + + - - + - -
32 + + - - + - -
33 + + - - + - -
34 - + - - + - -
35 - - - - + - -
36 + + - - + - -
37 + + - - + - -
38 - + - - + - -
39 + + - - + - -
40 + + - - + - -
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Numero de Gene Temperatura (°C)
spvC invA 10 25 40 55 70
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Numero de Gene Temperatura (°C)
spvC invA 10 25 40 55 70

cepa de SE
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