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Deteccdo de Salmonella, estudo serologico e perfil de resisténcias a

antibioticos em animais selvagens e domésticos em Portugal

Resumo

Nos Ultimos anos, observou-se um rapido e preocupante aumento da resisténcia aos
antibioticos e a emergéncia de estirpes multirresistentes de Salmonella sp. isoladas em
animais e humanos. Tal facto, torna-se ainda mais preocupante pela sua associacdo a
uma grande biodiversidade de serotipos.

Este trabalho teve 5 objectivos principais: isolamento de Salmonella sp. de amostras
de diferentes origens, serotipificacdo, determinacdo da resisténcia a diferentes
antibidticos, deteccdo dos genes responsaveis por essas mesmas resisténcias e, avaliar
os perfis proteicos obtidos a partir de analise proteébmica. No entanto, a concretizacdo
desta investigacdo so foi possivel gracas a uma cooperagdo entre, a Universidade de
Trés-os-Montes e Alto Douro (Vila Real, Portugal) e a Universidade de La Rioja
(Logrofio, Espanha)

Nesta investigacdo, foram analisadas 243 amostras fecais de diferentes animais.
Assim, a partir de 77 amostras fecais de javali, 77 amostras fecais de coelho selvagem,
35 amostras fecais de porco bisaro e 54 amostras fecais de avestruz procedeu-se ao
isolamento de Salmonella sp. através do método descrito no anexo D da norma ISO
6579:2002. De seguida, foram isoladas e serotipificadas as varias coldnias e estudada a
susceptibilidade a 16 antibioticos diferentes de acordo com as normas do CLSI. De
acordo com o fendtipo de resisténcia detectado, foi utilizada a técnica de PCR para
testar oS Varios genes responsaveis por essas mesmas resisténcias. Finalmente,
extrairam-se as proteinas totais de 14 estirpes de Salmonella com origem, ser6tipo e
perfil de resisténcia aos antibioticos distintos e, de seguida procedeu-se a técnica de
electroforese SDS-PAGE.

A deteccdo de Salmonella foi detectada em maior percentagem (85,7%) nos isolados
de porco bisaro. Para os isolados de coelho selvagem e javali, a detec¢do de Salmonella
foi verificada em 49,4% e 22,1%, respectivamente. Pelo contrario, as amostras de
avestruz apresentaram uma percentagem de positividade muito baixa de 5,56%.

Relativamente a serotipificacdo, foram detectados 5 serotipos diferentes sendo o0s



serétipos Salmonella Typhimurium e Salmonella Rissen os detectados em maior
percentagem e presente em todas as diferentes origens.

Apesar da inexisténcia de estirpes produtoras de -lactamases de amplo espectro
a maioria demonstrou resisténcia a ampicilina, tetraciclina e estreptomicina. Foi
possivel estabelecer uma relacdo entre o serdtipo e a resisténcia a determinados
antibidticos. Verificou-se que os isolados pertencentes ao serdtipo S. Typhimurium
apresentaram sempre resisténcia a ampicilina e cloranfenicol. Por sua vez, o serotipo S.
Rissen apresentou sempre resisténcia a tetraciclina embora nunca ao cloranfenicol. A
resisténcia ao acido nalidixico esteve sempre presente no serétipo S. Enteritidis.

Recorreu-se a técnica de PCR para a caracterizacdo de diferentes genes: tetA e
tetB nos isolados com resisténcia a tetraciclina, aadA para os isolados que
apresentavam resisténcia a estreptomicina e sull nas amostras resistentes ao
sulfametoxazol-trimetoprim. Nenhum dos isolados com resisténcia a tetraciclina
apresentou o gene tetB e, apenas os pertencentes ao serotipo S. Rissen apresentaram o
gene tetA. Por sua vez, 63,8 % dos isolados com resisténcia a estreptomicina
apresentaram o gene aadA. Finalmente, o gene sull foi verificado em 60,6% dos
isolados resistentes ao sulfametoxazol-trimetoprim.

Relativamente ao estudo dos integrdes, nenhum isolados apresentou o Int-2 no
entanto o Int-1 foi detectado em 75,8% dos isolados resistentes ao sulfametoxazol-
trimetoprim. Verificou-se ainda, que os isolados que apresentaram integrdes possuem
resisténcia a varios antibioticos.

As evidéncias dos resultados do SDS-PAGE revelaram perfis proteicos distintos
consoante as resisténcias estudadas. De facto, os resultados preliminares da avaliacdo do
proteoma destas estirpes sugerem a possibilidade de algumas comparacGes através da
electroforese bidimensional do tipo IEFXSDS-PAGE e a sua identificacdo através de
espectrometria de massa com recurso a bioinformatica.

Estes resultados sdo preocupantes uma vez que, a maioria destes animais ndo estdo
expostos directamente a estes antibioticos, tendo sido possivel, no entanto, isolar
serdtipos multirresistentes. Assim, € importante continuar a aperfeigoar os sistemas de
vigilancia epidemiologica, para desta forma contribuir para uma melhor identificag&o,

caracterizacdo e combate de doencas infecciosas e 0 aumento da taxa de resisténcia.

Palavras chave: Salmonella sp., javali, porco bisaro, coelho bravo, avestruz resisténcia
a antibioticos.
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Preambulo

Este trabalho encontra-se estruturado em sete capitulos os quais se passam,
sumariamente, a descrever.

A tese inicia-se com uma revisdo bibliografica com a informacéo que suportou o
trabalho de investigagdo. Assim no capitulo 1, comeca-se por descrever 0 género
Salmonella referindo as suas caracteristicas gerais, a sua importancia clinica e ainda, os
métodos de detecgdo. Em seguida, apresenta-se uma breve descricdo da Reacgdo em
Cadeia pela Polimerase (PCR), utilizada neste trabalho, referindo as suas vantagens e
desvantagens. Depois descrevem-se e classificam-se os antibioticos, descrevendo-se o
impacto do seu uso e as possiveis alternativas. Segue-se a explicacdo sobre a resisténcia
bacteriana aos antibidticos e sobre os mecanismos bioquimicos dessas resisténcias.
Finalmente, na ultima parte deste capitulo sdo referidos e descritos trés elementos
geneéticos responsaveis pela dispersdo de genes de resisténcia: os plasmideos, 0s
elementos genéticos transponiveis e os integroes.

No capitulo 2, sdo apresentados 0s objectivos propostos a alcancar com a
realizacdo desta investigacao.

O terceiro capitulo, é referente a componente pratica, onde se encontram
descritas todas as etapas do desenvolvimento experimental. Primeiramente descreve-se
as amostras e a sua proveniéncia, e as técnicas utilizadas para isolar e serotipificar
Salmonella sp., para determinar a sensibilidade a antibi6ticos, para a analise de genes
responsaveis pelas resisténcias e, para a analise protedmica.

No capitulo 4, sdo apresentados e descritos todos os resultados obtidos ao longo
de todo o trabalho.

O capitulo 5, é dedicado a discussao dos resultados obtidos ao longo do trabalho
experimental. Neste capitulo os resultados do nosso trabalho sdo comparados com o0s
obtidos em investigagdes semelhantes, e as semelhancas e diferencas entre os trabalhos
séo analisadas e explicadas.

A conclusdo final deste trabalho e a analise das perspectivas futuras, apresenta-
se no capitulo 6.

Finalmente, o trabalho termina no capitulo 7, com a apresentacdo de toda a
bibliografia consultada e referida ao longo da tese.

E ainda de referir que no final, sio apresentados 3 anexos relativos & composicao

dos meios utilizados para o isolamento de Salmonella, das provas bioguimicas e, dos



meios utilizados nos teste de sensibilidade aos antibidticos. Finalmente, no anexo 4
apresentam-se varias tabelas referentes as diferentes origens onde, estdo expostos 0s

resultados de resisténcia e sensibilidade a cada um dos antibioticos testados.



Capitulo 1 — Revisao Bibliografia

1.1. Introducéo
1.1.1. O género Salmonella

As bactérias do género Salmonella, sdo microrganismos pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, sendo conhecida ha mais de um século (Poppe et al., 2005).
Theobald Smith e Daniel Salmon foram os primeiros bacteriologistas a identificar o
género quando, em 1885 isolaram Salmonella do intestino de porco (Aradjo, 1996;
Hald, 2001; Calva, 2005).

Morfologica e bioquimicamente, as bactérias deste género apresentam-se na
forma de bacilos rectos Gram-negativos, com metabolismo anaerébio facultativo, sdo
moveis (& excepcdo de S. Gallinarum e S. Pullorum), apresentam flagelos peritricos e
ndo formam esporos (Holt et al., 1994; D’ Aoust, 2000).

Através da figura 1, € possivel observar a morfologia das bactérias do género
Salmonella. Uma das caracteristicas morfolégicas mais facilmente visivel, sdo o0s
flagelos peritricos os quais, permitem a mobilidade e favorecem o contacto entre a
célula bacteriana e a célula alvo contribuindo desta forma para a sobrevivéncia deste
tipo de bactérias e para a invasdo das células do hospedeiro. No entanto, esta
caracteristica é considerada, por diversos autores, como nao essencial para a invasdo
(Murray, 1986; McDonough et al., 1989).

Figura 1 — Bactéria do género Salmonella vista por microscopia electronica.

(Fonte: www.uea.ac.uk/.../images/ large/salmonella.jpg)


http://pt.wikipedia.org/wiki/Enterobacteriaceae

O género Salmonella encontra-se dividido em duas espécies distintas:
Salmonella enterica e Salmonella bongori, as quais sdo diferenciadas entre si por
caracteristicas metabolicas. A espécie Salmonella enterica esta por sua vez, dividida em
6 subespécies: enterica, salamae, arizonae, diarizone, houtenae e indica. A
diferenciacdo destas subespécies é feita através das suas caracteristicas bioquimicas e
geneticas (D’ Aoust, 2000; Popoff, 2001; Calva, 2005)

A nomenclatura deste género € muito complexa e tem evoluido ao longo dos
tempos em que se utilizaram diferentes sistemas de nomenclatura. Os varios esquemas
taxondmicos utilizados foram baseados em caracteristicas bioguimicas, caracteristicas
seroldgicas, em padrées de electroforese de enzimas e na homologia de DNA (D’Aoust,
2000). Por sua vez na nomenclatura dos serétipos, apenas 0s nomes dos serotipos da
subespécie enterica mantiveram 0s seus nomes. Os nomes dos ser6tipos ndo se
escrevem em italico e a sua primeira letra € mailscula. Apenas 0s serotipos da
subespécie enterica ttm um nome, 0s restantes serotipos sdo designados pela sua
féormula antigénica (Popoff, 2001).

Cada subespécie contém, por sua vez varios serdtipos definidos pela sua férmula
antigénica ou seja, tendo como base a estrutura antigénica do microrganismo (Sousa,
2000; Calva, 2005). Assim, € necessario distinguir os trés tipos principais de antigénios:

- Somaticos ou O - encontram-se presentes na parede celular constituidos por
unidades repetidas de oligossacaridos. Existem mais de 60 antigénios O distintos sendo,
distinguidos através de nimeros arabes (Radcliffe and Holbrook, 2000; Calva, 2005);

- Flagelares ou H — sdo constituidos por proteinas flagelares (flagelinas)
(Radcliffe and Holbrook, 2000);

- Capsulares ou K ou Vi — Séo constituidos por exopolissacaridos superficiais.
Este tipo de antigénios é encontrado nos serotipos Typhi, Paratyphi e Dublim (D’Aoust,
1997).

Tal como é possivel visualizar na tabela 1, existem mais de 2500 serdtipos de
Salmonella descritos. (Molbak et al., 1999).



Tabela 1 — Numero de ser6tipos das espécies de Salmonella enterica e Salmonella bongori (Adaptado de
Popoff, 2001).

Espécie Subespécie N° de serotipos
Enterica 1478

Salamae 498

Salmonella enterica Arizonae 94
Diarizone 327

Houtenae 71

Indica 12

Salmonella bongori 21
Total 2501

Mais de 99% dos ser6tipos identificados pertencem a espécie Salmonella enterica
e, dentro desta, a subespécie enterica agrupa a maioria dos serétipos. E também esta
subespécie que apresenta 0s serotipos com maior importancia clinica. Por sua vez, a
ocorréncia da outra espécie do género Salmonella é extremamente rara (Holt et al.,
1994; Popoff, 2001).

Todos os ser6tipos de Salmonella sp. sdo considerados, desde h4 muito, como
potencialmente patogénicos para 0 homem, sendo uns mais virulentos do que outros
(Hughes, 1991). Segundo Notermans e Hoogenboom-Verdegaal (1992), Salmonella
Enteritidis e Salmonella Typhimurium séo considerados ser6tipos muito invasivos.

As bactérias do género Salmonella podem surgir em humanos, animais de
sangue quente ou frio e ainda, no meio ambiente adoptando desta forma, um perfil
ubiquitario (Notermans and Hoogenboom-Verdegaal, 1992; Holt et al. 1994). A
subespécie enterica estd normalmente associada a ocorréncia de doengas nos animais de
sangue quente e no homem. Por sua vez, as restantes subespécies e também a espécie S.
bongori séo habitantes do ambiente e associadas a doengas nos animais de sangue frio
(Swanenburg, 2000; Hald, 2001; Porwollik et al.,2004). As criancas, idosos e
individuos com deficiéncia ao nivel do sistema imunitario sdo considerados os mais
susceptiveis ao desenvolvimento de sintomas mais severos apos a infeccdo (Aradjo,
1996; McKane and Kandel, 1996).

Sdo varios os factores que podem influenciar o desenvolvimento de Salmonella
sp. dos quais podemos destacar, a temperatura, 0 pH, a concentracdo em sais, a
actividade da agua (aw) e o nivel de nutrientes (D’Aoust, 1991). As bactérias deste

género apresentam uma elevada capacidade de adaptacdo a condi¢cGes ambientais
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extremas de uma forma muito rapida e, num amplo espectro de temperaturas que podem
ir de 2°C a 54°C. No entanto, a temperatura considerada Optima para 0 Seu
desenvolvimento é de 37°C (Wilcock and Schwartz, 1992; D’Aoust, 1997; Jordano,
2002). Por sua vez, as bactéria do género Salmonella tém um pH 6ptimo entre 6,5 a 7,5.
No entanto, segundo Araujo (1996), esta bactéria é capaz de sobreviver em meios com
pH entre 45 e 9,5. A inactivacdo desta bactéria ocorre a pH menor que 5 e a
temperaturas superiores a 60°C (Araujo, 1996; D’Aoust, 1997).

Na tabela 2, estdo representadas algumas caracteristicas que podem ser utilizadas

na diferenciacdo das subespécies de Salmonella sp.

Tabela 2 — Caracteristica diferenciais das espécies e subespécies de Salmonella sp. (Adaptado de Popoff,
2001).

Espécie S. enterica S. bongori
Subespécie Enterica Salamae arizonae Diarizone houtenae indica

Malonato - + + + - - -
Gelatinase - + + + + + -
Sorbitol + + + + + - +
Galacturonato - + - + + + +
B-glucuronidase D D - + - d .
Salicina - - - - + - -
Lactose - - - + - d -
y-glutamiltransferase + + - + + + +

Legenda: + » 90% ou mais dos resultados positivos; - » 90% ou mais dos resultados negativos; d »

resultados diferentes consoante os serétipos.

Os isolados de Salmonella sp. sdo facilmente reconhecidos através dos
resultados de provas especificas. Assim, os isolados em agar Triple Sugar Iron (TSI)
produzem 4&cido e gas a partir da glucose e H,S. Por sua vez, em meios com lisina
devem produzir uma reaccao alcalina resultante da descarboxilacdo da lisina. Por outro
lado, estes isolados sdo incapazes de hidrolisar a ureia. Existem ainda outras provas
bioquimicas que se realizam para identificar os isolados de Salmonella tal como, a

catalase (positiva) e a oxidase (negativa) (D’Aoust, 1997; Holt et al., 1994).



1.1.2. O papel de Salmonella sp. nas doencas de origem alimentar

Os microrganismos patogénicos por provocarem doengas de origem alimentar,
constituem uma preocupagdo permanente. Destes microrganismos patogénicos, destaca-
se Salmonella sp. uma vez que, esta é a responsavel pelo grande aumento de surtos
distribuidos por todo o mundo (Tokumaru et al., 1990; Arnold et al., 2004; Poppe et al.,
2005).

A salmonelose humana é por defini¢do, uma doenga maioritariamente de origem
alimentar que afecta um grande nimero de pessoas €, 0s seus veiculos de transmissédo
sdo tdo amplos que é considerada uma das mais importantes toxinfecgdes alimentares
(D’Aoust, 1999). A salmonelose humana pode classificar-se em dois grandes grupos
que originam condicGes clinicas distintas: a febre entérica e a enterocolite causada por
microrganismos ndo tiféides (Tietjen and Fung, 1995; Aradjo, 1996).

A febre entérica (tifoide e paratiféide) pode ser resultado de um contacto com o
individuo infectado ou, através de ingestdo de alimentos ou &gua contaminada. Para que
esta doenca infecciosa grave se estabeleca é necessario apenas uma pequena dose
infectante (D’ Aoust, 2000; Swanenburg, 2000). Por sua vez, a salmonelose ndo tifoide
provocada por microrganismos ndo tiféides, é registada como uma das mais importantes
causas de toxinfecgdes alimentares de origem bacteriana (Calva, 2005).

No Homem, os sintomas associados a salmonelose variam de acordo com a
estirpe envolvida e a resisténcia do hospedeiro. Normalmente, os sintomas clinicos sdo
caracteristicos de uma gastroenterite febril que se define pela ocorréncia de diarreia, dor
de estdmago, febre acima de 40°C, dor de cabega, vOmito, nauseas e mal-estar. Nos
quadros clinicos mais violentos 2% dos pacientes morrem. Os casos fatais resultam da
desidratacdo, faléncia renal e/ou choque septicémico (Baird-Parker, 1994; Mead et al.,
1999).

Pode-se afirmar no entanto, que raramente se morre de infec¢do provocada por
Salmonella sp. (Swanenburg, 2000). Apesar disso, este tipo de toxinfeccOes leva a
custos elevados resultantes do tratamento da doenca e da investigagdo a nivel de satde
publica. Leva ainda, a perdas econdémicas graves dos fabricantes dos alimentos dito
contaminados causadores das toxinfeccdes (Notermans and Hoogenboom-Verdegaal,
1992; D’Aoust, 1994; Sockett and Todd, 2000). Cerca de 4 bilides de dolares é o
prejuizo anual na economia norte americana decorrente do problema da salmonelose no

homem e em animais (Mead et al. 1999).



As bactérias deste género sdo umas das principais responsaveis por doencas de
origem alimentar humana. No mundo elas representam cerca de 10-15% de casos de
gastroenterite aguda (Jay, 2000). Séo vérios os alimentos responsaveis pela transmissao
de Salmonella sp. para 0 homem nomeadamente, a carne, 0s ovos, 0 peixe, as frutas e
vegetais, o leite e os seus derivados (Berends et al., 1998; Giovannacci et al., 2001).
Destas fontes, a carne de frango, ovos e suinos sdo consideradas as principais fontes de
transmisséo de Salmonella sp. para 0 homem (Blaha, 2001; Cortez et al., 2006).

A distribuicdo ubiqua de Salmonella sp. no meio ambiente, a sua prevaléncia na
cadeia alimentar global, a sua adaptacdo fisioldgica a diferentes ambientes, a sua
resisténcia a condi¢bes adversas, a sua viruléncia, a patogenicidade das suas estirpes
invasivas, a sua resisténcia a inimeros antibiéticos, o continuo aumento global dos
casos de salmonelose humana e o impacto econémico na inddstria alimentar, tornam
necessaria a continua vigilancia e investigacdo desta bactéria (D’Aoust, 1994
Fernandez, 2006).

Nos ultimos anos tem-se verificado um aumento dos registos em alguns paises
industrializados, contituindo a sua prevencdo um motivo de crescente preocupacdo na
Europa (Heijden, 1995; Jordano, 2002). Portugal ndo constitui uma excepcao, tendo-se
constatado que, Salmonella sp. foi entre 1992 e 2001, a principal responsavel pelos
casos de toxinfecgOes alimentares (Novais, 2003).

Para este aumento de casos de salmonelose, tém surgido diferentes justificagdes
por parte de varios investigadores. Destaca-se 0 comércio internacional de alimentos em
crescimento, o aumento do consumo de alimentos pré-confeccionado, o consumo de
alimentos crus ou mal cozinhados e, o armazenamento inadequado dos alimentos
quando guardados a temperatura inadequada. Devido aos elevados niveis de higiene que
actualmente sdo impostos pelos paises mais desenvolvidos, também levou a uma
diminuicdo da resisténcia humana as infeccGes (Aradjo, 1996; Hogue et al., 1998;
Vieira-Pinto, 2006).

Desta forma, € recomendado que a nivel interno os paises desenvolvam e
melhorem a investigacdo dos incidentes de Salmonella sp. Ao mesmo tempo, a nivel
internacional, devem ser elaboradas medidas que levem a uma melhoria na investigagao

e na vigilancia (Novais, 2002).



1.1.3. Métodos de deteccao de Salmonella sp.

Segundo vérios investigadores, o controlo de Salmonella sp. tem de ser feito
recorrendo a métodos eficazes e sensiveis por forma a obter resultados positivos em
tempo apropriado para a tomada de medidas rapidas e eficazes (Groody, 1991; Wyatt et
al., 1991; Hill and Jinneman, 2000). O método de cultura microbiologica para pesquisa
de Salmonella baseia-se na capacidade de multiplicagdo dos microrganismos até ao
aparecimento de coldnias visiveis (Beckers et al., 1985). Na figura 2 encontram-se
ilustradas as varias etapas do método baseado na norma ISO de referéncia que, apesar
de estar bem definido e ser amplamente aplicado, é complexo e bastante moroso (no
minimo 5 dias), devido as inimeras fases analiticas que antecedem o seu isolamento e a
sua identificagcdo (Groody, 1991; Hill and Jinneman, 2000; Dazi et al., 2001). Este
método encontra-se dividido em 4 fases (Beckers et al., 1985; Bernardo and Machado,
1990; D’Aoust et al., 1992; Tietjen and Fung, 1995; Taveira, 2000):

i. Fase de pré-enriquecimento ndo selectivo - permite a revitalizagdo de

células debilitadas até uma condicdo estavel para multiplicacao;

ii.  Fase de enriguecimento selectivo - realizada com recurso a um meio com

substancias inibidoras, para promover a multiplicagdo selectiva de

Salmonella;

iii.  Sementeira em meios de agares selectivos e diferenciais - restringe o

desenvolvimento de outras bactérias, permitindo o isolamento de

colonias sugestivas de Salmonella sp.;

iv. Caracterizacdo das colonias — através de provas bioguimicas e

soroldgicas.
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Figura 2 - Diagrama ilustrativo da sequéncia de passos necessarios para o isolamento de Salmonella sp.
em fezes de animais descrito no anexo D Norma 6579:2002.

Este método apresenta no entanto algumas desvantagens tais como, ser um
método pouco sensivel uma vez que, a deteccdo de Salmonella por vezes é impedida
pela presenca de outros microrganismos (Beckers et al., 1987). Além disso, segundo
alguns autores ndo é capaz de dar uma resposta rapida que permita um controlo eficaz
do agente, ndo lhe permitindo, igualmente ser considerado um metodo ideal para
monitorizacao de rotina de um grande numero de amostras (De Medici et al., 1998; Seo
etal., 1999).

Muitos outros métodos tém sido estudados e aperfei¢coados para tentar combater
as desvantagem do método anterior (Tietjen and Fung, 1995). Aqueles que despertam
mais interesse e 0s que sao mais utilizados sdo os métodos genéticos e 0s imunologicos
(Blackburn, 1993; Feng, 2001). A grande vantagem destes métodos em relacdo ao

método de cultura microbioldgica é o facto de serem muito especificos e sensiveis uma
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vez que, permitem a deteccdo de microrganismos mesmo quando estes se encontram a
baixas concentracGes (Barbour and Tice, 1997; Hill and Jinneman, 2000).

No entanto, para um eficiente controlo de Salmonella sp. ndo basta detectar este
agente mas, também definir e identificar as fontes e as vias de disseminagdo (Millemann
et al., 1995; Giovannacci et al., 2001). Par tal, tém sido testados diversos métodos e
existe actualmente uma grande diversidade. Dentro destes métodos, pode-se destacar
pela sua especificidade, sensibilidade e eficacia, os métodos genéticos (Fang et al.,
2003; Oliveira et al., 2003).

Os métodos imunoldgicos baseiam-se na deteccdo antigénica por sua vez, 0S
métodos genéticos baseiam-se na avaliacdo dos acidos nucleicos (Blackburn, 1993;
Taveira, 2000; Feng, 2001). No entanto, tendo em conta algumas desvantagens dos
métodos imunoldgicos, tais como o facto da expressdo dos genes das caracteristicas a
analisar poder ser afectada por factores ambientais (Fitts, 1985; Versalovic et al., 1993)
para além da deteccdo de falsos-positivos devido a reac¢des cruzadas (D’Aoust, 2000),
consideram-se 0s métodos genéticos mais sensiveis e menos dispendiosos na deteccao
de Salmonella sp. (Versalovic et al., 1993).

Um dos métodos genéticos mais aplicados em microbiologia alimentar sdo 0s
que se baseiam em reaccdes de hibridacdo ou de amplificacdo por PCR (Hartamn, 1997;
Wiedemann, 2004). A grande vantagem deste métodos € a grande sensibilidade que
apresentam na deteccdo de microrganismos patogénicos quando estdo presentes em

numero reduzido (Feng, 2001).

1.2. A técnica de Reaccdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

A vigilancia e o controlo epidemioldgico efectivo de Salmonella sp. bem como
de outros microrganismos patogénicos, necessitam de métodos de tipificacdo precisos e
sensiveis para que o sucesso e credibilidade das investigacbes sejam garantidos
(Gautom, 1997).

Em muitas ocasides, a amostra de DNA era demasiado pequena ou demasiado
antiga para poder ser analisada no entanto, esta limitacdo deixou de ser um problema
quando em 1985, Kary Mullis desenvolveu uma técnica que hoje designamos por

reaccdo em cadeia pela polimerase (PCR). Esta técnica € hoje um instrumento de uso
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rotineiro nos laboratorios de genética molecular que a utilizam para amplificar
rapidamente regides de DNA (Tamarin, 1999).

Esta técnica de PCR veio revolucionar a ciéncia e passou a ser aplicada nas mais
diversas areas. Por exemplo, esta técnica pode ser usada no diagnostico médico, na
deteccdo de doencas hereditarias e infecciosas, no mapeamento genético, nos testes de
paternidade e testes forenses, na avaliagdo da presenca ou auséncia de mutacOes e
estudos moleculares de evolucdo (Matos, 2001; Videira, 2001).

No nosso trabalho, apds a deteccdo de resisténcia a antibioticos para cada uma
das estirpes, utilizamos esta técnica para a deteccdo de genes responsaveis por essas
mesmas resisténcias.

Esta técnica tem como base a propriedade do DNA de poder ser desnaturado
quando se encontra em solucdo liquida, a temperatura elevada, e replicado em presenca
de uma polimerase termoestavel e de primers adequados. Tal permite a amplificacdo in
vitro de um fragmento compreendido entre dois primers (Saiki et al., 1985). Um
fragmento de DNA pode ser amplificado mais de 10° vezes, em cada uma das reaccdes
de PCR (Olsen,1999).

Num ciclo de PCR, para que a sintese de novas cadeias de DNA ocorra, é
necessario a intervencdo de varios componentes tais como, a Tag-polimerase, primers
para iniciar a sintese de DNA, desoxirribonucleosidos trifosfato “dNTPs”, tampao para
manter o pH, agua ultra pura e 0 DNA molde (Videira; 2001).

Cada amplificacdo é constituida por trés etapas repetidas ciclicamente, tal como
se pode observar pela figura 3. Cada uma é efectuada a temperatura apropriada e
controlada e, durante um periodo de tempo determinado (Taveira, 2000):

1. Desnaturacdo térmica das cadeias duplas de DNA (92°-95°C);

2. Hibridacdo (ligacdo) dos primers as sequencias iniciadoras, que lhe sdo
complementares. Ocorre a determinada temperatura conforme as condicOes
de restringéncia;

3. Extensdo das pequenas regides de cadeia dupla originadas. Inicia-se pela
extremidade 3’-OH livre dos primers e a Taq polimerase adiciona
nucle6tidos complementares da cadeia. Esta etapa realiza-se a temperaturas
entre 68°-72°C.
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PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 cyeles of 3 steps
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Figura 3 — Esquema representativo da reacc¢do de PCR.
(Fonte: http://www.sobiologia.com.br/Biotecnologia/PCR.php)

Os primers sdo desenhados e sintetizados de modo a ligarem-se as extremidades
opostas (3”) de cada uma das cadeias de DNA molde que se pretende amplificar. O
emparelhamento dos primers é realizado através de pontes de hidrogénio, segundo o
emparelhamento convencional Adenina-Timina e Citosina-Guanina (Videira, 2001).

Este método apresenta inimeras vantagens tais como, a quantidade de DNA a
utilizar ser reduzida, o material genético a utilizar poder estar em estado de conservacao
ndo perfeito, a quantidade de material gerado ser elevada, serem necessarios poucos
equipamentos e reagentes, a simplicidade, sensibilidade e especificidade do método.
Além disso, € um método muito rapido e os custos sdo relativamente mais baixos
(Versalovic et al., 1993; Hald, 2001; Eriksson et al., 2005).

No entanto, esta técnica também tem algumas limitagcdes das quais se podem
destacar, a necessidade de se conhecer a sequéncia de DNA a amplificar para que
possam ser sintetizados os primers especificos e o facto de esta técnica ser muito
sensivel e por isso, facilmente poder sofrer contaminacdo da amostra por DNA estranho
(Van Belkum et al., 2001).
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1.3. Os antibioticos

1.3.1. Descricao e Classificacao

Os antibidticos sdo de uma forma geral, definidos como substancias naturais
produzidas por microrganismos como bactérias e fungos (Poeta, 2006). Na sua maioria,
os antibioticos sdo apenas parcialmente metabolizados pelos organismos, e poucos sdo
biodegradaveis em meio aquatico (Kummerer, 2004). Segundo o tipo de accdo, 0s
antibioticos podem ser classificados de bacteriostaticos se inibem o crescimento ou a
proliferacdo de bactérias, ou de bactericidas se provocam a sua morte (Poeta,2006).

Dada a natureza procariética da célula bacteriana, os antibidticos usados na
terapéutica devem distinguir as diferencas bioldgicas entre esta célula e a célula
humana. O grupo dos antibidticos é muito heterogéneo, desde os activos na parede
celular até aos antibi6ticos inibidores de sintese proteica (Sousa et al., 1999). Assim,
segundo o seu tipo de accdo, os antibidticos podem classificar-se como:

Antibidticos inibidores da sintese do peptidoglicano

Os B-lactdmicos sd@o um grupo de antibidticos constituidos por, penicilinas,
cefalosporinas, monobactamicos, carbapenemos e os inibidores das B-lactamases. Estes
antibidticos actuam na sintese da parede celular mediante a inibicdo de enzimas
importantes para a formacéao do peptidoglicano (Livermore, 1995).

Todos os elementos deste grupo apresentam um anel -lactdmico constituido por
3 atomos de carbono e um de nitrogénio, com radicais substituintes. Este anel, nas
penicilinas encontra-se fundido com um anel tiazolidina mas, nas cefalosporinas
encontra-se fundido com um anel di-hidrotiazina (Sousa et al., 1999).

Este grupo constitui o grupo mais amplo utilizado na clinica veterinaria e
humana (Livermore, 1995) pois, apresentam uma toxicidade selectiva uma vez que, as

celulas humanas ndo contéem parede celular (Sefton, 2002).

Antibidticos inibidores da sintese proteica

Estes antibioticos actuam nos ribossomas 70S bacterianos e, de uma forma geral,
ndo afectam a sintese proteica nas células eucaridticas (Sousa et al., 1999). No grupo
dos aminoglicoésidos estdo incluidos véarios antibioticos de amplo espectro e

bacteriocinas tais como, apramicina, estreptomicina, canamicina, neomicina,
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gentamicina, netilmicina (Sefton, 2002). Estes sdo constituidos por um anel
aminociclitol, derivado do inositol, unido a agucares aminados através de ligacOes
glicosidicas (Sousa et al., 1999).

Os antibidticos que pertencem ao grupo das tetraciclinas séo: a oxitetraciclina,
tetraciclina, clorotetraciclina e doxiciclina (Walsh, 2003). Todos tém em comum um
nucleo hidroxinaftaceno, formado por 4 anéis benzénicos fundidos, o que originou a sua
designacdo. A clorotetraciclina foi o terceiro antibi6tico a ser utilizado terapeuticamente
(Sousa et al., 1999). Por sua vez, a tetraciclina apresenta um efeito bacteriostatico uma
vez que é capaz de inibir a sintese de proteinas evitando a unido do local aminoacil
ARNIL a subunidade ribossomal 30S (Walsh, 2003).

Finalmente, o cloranfenicol inibe a sintese proteica a nivel da subunidade 50S
dos ribossomas bloqueando desta forma, a peptidil transferase e impedindo a formacéo

de pontes peptidicas entre os aminoacidos da cadeia em crescimento (Sefton, 2002).

Antibidticos inibidores da sintese dos acidos nucleicos

As quinolonas sdo agentes antibacterianos de sintese, derivados do é&cido
nalidixico. Quimicamente sdo 4-oxo-1,4-dihidroquinolinas, mas normalmente s&o
designados de 4-quinolonas (Sousa et al., 1999).

Este grupo inclui véarios antibidticos entre os quis se podem destacar,
ciprofloxacina, acido nalidixico, danofloxacina, flumequina e marbofloxina. Estes
antibioticos exercem a sua ac¢do depois de penetrarem no citoplasma bacteriano e, no
interior da célula, actuam sobre a replicacdo de DNA através de mecanismos complexos
inibindo, a DNA girase e a topoisomerase IV (Walsh, 2003).

Actualmente, a maioria destes agentes utilizados em clinicas sdo fluorados uma
vez que, sdo consideravelmente mais activos e possuem um espectro de accdo maior
(Sousa et al., 1999).

Antibidticos inibidores da sintese de acido folico

As sulfonamidas como o sulfametoxazol e o trimetoprim, sdo agentes
antibacterianos sintéticos de amplo espectro e com actividade frente a uma grande
variedade de microrganismos. Estes antibidticos actuam bloqueando a sintese de acido
folico (Masters et al., 2003).
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As sulfonamidas sdo analogos estruturais do acido p-aminobenzoico. Por sua
vez, o trimetoprim € um analogo estrutural da porcéo pteridina do acido dihidrofolico e

pode actuar sinergicamente com o sulfametoxazol (Sousa et al., 1999).

1.3.2. Impacto do uso de antibioticos

Alexandre Fleming marcou a histéria da medicina quando, em 1928 descobriu
da penicilina. Mais tarde foi descoberta a estreptomicina, iniciando, desta forma, a era
dos antibioticos inibidores da sintese proteica. Uma vez que, a utilizacdo dos
antibidticos simbolizava o triunfo dos antibidticos contra as bactérias patogénicas
responsaveis por graves doencas, a aplicacdo de antibiéticos foi considerado o maior e
mais importante sucesso do seculo XX (Ferber, 2003).

No entanto, nos ultimos anos a comunidade cientifica tem mostrado um grande
interesse no problema da resisténcia aos antibioticos, devido as graves consequéncias no
tratamento de doencas infecciosas. Muitos trabalhos cientificos tm mostrado a relagdo
intima entre os antibidticos utilizados em animais e humanos e, o aparecimento de altas
resisténcias em bactérias de elevada importancia em patologia humana e animal
(Piddoch, 1996; Witte, 1998; Torres and Zarazaga, 2002).

Um antibiético ao ser administrado apenas provoca a seleccdo dos mutantes
resistentes da populacdo. O antibi6tico inibe ou mata as bactérias, mas ndo afecta os
poucos individuos que, por mutacdo espontanea adquiriram resisténcia. Estes individuos
multiplicam-se, de modo a que no final, sdo os que prevalecem (Goodman and Guilman,
1996).

Pelo facto de poderem ocorrer amplas variagGes na sensibilidade de diferentes
estirpes da mesma espécie bacteriana aos agentes antimicrobianos, antes de se escolher
um antibidtico, é necessario obter informacdo sobre o padrdo de sensibilidade do
microrganismo infectante. Assim, pode-se afirmar que o éxito da terapia baseada nos
antibiogramas depende, do conhecimento da sensibilidade do agente etioldgico in vitro.
O método da dupla difusdo em disco é o mais utilizado para detectar a sensibilidade das
bactérias aos antibidticos. Uma das aplica¢fes dos antibiogramas tem como finalidade
orientar 0 médico na escolha do antibidtico mais indicado para combater a bactéria

isolada no processo infeccioso (Goodman and Guilman; 1996).
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1.3.3. As alternativas actuais

O uso exagerado de antibidticos leva a uma diminuigdo da eficiéncia destes ao
mesmo tempo que, aumenta a morbilidade e a mortalidade, criando-se uma maior
dificuldade em encontrar um tratamento adequado. Assim, os tratamentos sdo cada vez
mais prolongados tornando-se necessaria a substituicdo dos farmacos por outros
antibioticos mais caros e mais toxicos (Luna et al., 2001; Camargo, 2003).

Uma das alternativas recomendadas é o uso de probidticos que séo
microrganismos que se incluem na dieta estimulando o sistema imunitario e actuando no
metabolismo intestinal, tornando-o mais eficiente (Anadon et al., 2006). Outras
alternativas sdo as enzimas adicionadas as dietas de suinos e frangos que melhoram o
nivel de digestdo e, consequentemente, o aproveitamento dos nutrientes (Errecalde,
2004). Também os 4&cidos organicos, extractos vegetais, Oleos essenciais e 0s
probidticos, sdo algumas das opg¢des aos antibidticos usados como promotores (Anjos,
2006). As bacteriocinas podem também oferecer uma solucéo alternativa uma vez que,
permitem diminuir a intensidade de seleccdo de resisténcia a antibioticos (Riley and
Wertz, 2002).

O Homem pode aproveitar esta grande diversidade de moléculas para as utilizar
como inibidores de microrganismos patogénicos nos alimentos e como antibi6ticos
alternativos em medicina humana e veterinaria de forma a evitar o aparecimento de
estirpes multirresistentes (Rojas, 2004).

Desta forma, é importante e imprescindivel continuar com os estudos
relacionados com a vigilancia da resisténcia aos antibidticos e dos factores de

viruléncia.
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1.4. A resisténcia bacteriana aos antibidticos e a sua importancia na

salde humana e animal

A primeira descricdo de resisténcia bacteriana a antibiéticos foi feita em 1940,
por Abraham e Chain, quando isolaram estirpes S. aureus produtoras de penicilinases ou
seja, de enzimas inactivadoras de penicilinas. Em 1950 surgiu, no Japdo estirpes de
Shigella resistentes as sulfonamidas e, dois anos mais tarde, estirpes co-resistentes as
sulfonamidas, estreptomicina e tetraciclina (Neva and Brown, 1994).

Nos dltimos anos, a resisttncia a antimicrobianos tem aumentado
significativamente. As bactérias Campylobacter e Salmonella sdo dois exemplos de
microrganismos que se tém apresentado cada vez mais resistentes a antibidticos,
particularmente a quinolonas e cefalosporinas de terceira geragdo (Angulo et al., 2004).

A resisténcia antimicrobiana tem constituido um assunto amplamente estudado
em todos géneros bacterianos, sendo que, no caso dos responsaveis por zoonoses
merece especial atencéo, pois pode ser transmitida via alimentos para os seres humanos
(Aaerestrup, 1999). Tem-se vindo a assistir ao aumento global do uso de antibidticos na
medicina, veterinaria e agricultura, bem como a persisténcia destes compostos no meio
ambiente constitui um sério problema (Kummerer , 2003; Schluter et al., 2007; Kim and
Aga, 2007).

O fraco controlo do uso de antibiéticos como promotores do crescimento de
animais de consumo, levantou durante muitos anos, controvérsia sobre o seu uso. No
entanto, em 1970, na entdo Comunidade Economica Europeia (CEE), publicou-se a
directiva 70/524 que estabeleceu que, apenas os antibidticos que tivessem efeito
demonstrado sobre o crescimento animal poderiam ser utilizados. Desta forma, na
Europa, as tetraciclinas e B-lactdmicos foram proibidas (Phillips et al., 2004). Uma vez
que naquela altura ainda ndo havia provas concretas sobre a relagdo causa-efeito do uso
dos antibioticos, estas proibicdes geraram grande problematica. Esta lista de proibicdes
sofreu, ao longo dos tempos, modificacdes (Turnidge, 2004).

A seleccdo e disseminagdo de clones e genes é também muito elevada a nivel
hospitalar onde o uso de antimicrobianos é inevitvel. A ligacdo entre os antibi6ticos
utilizados em hospitais e 0 aumento das resisténcias, pode ser demonstram através de
varios factores, tais como (McGowan, 1987):

- A resisténcia ser mais prevalente em estirpes hospitalares;
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- Mudancas na prescricdo da antibidticos induzem alteraces nos padrbes de
resisténcia;

- As Unidades de Cuidados Intensivos, uma vez que sdo zonas hospitalares com
maior uso de antibioticos, apresentam maior prevaléncia de estirpes resistentes;

- O uso prolongado da terapia anti-bacteriana induzem aumentos na resisténcia;

- O risco de infec¢des mais graves pode aumentar devido ao aumento de doses de

antibiotico elevadas.

O desenvolvimento de resisténcia bacteriana, para além de determinar uma menor
eficacia do antibidtico, também pode representar um potencial de risco para a saude
publica, uma vez que, o contacto dos animais com o Homem pode aumentar a
ocorréncia de resisténcia a bactérias (Bongers et al., 1995).

O uso crescente de antimicrobianos tem sido acompanhado da emergéncia de
linhagens resistentes em diversos microrganismos, inclusive patogénicos (Fedorka-Cray
et al., 1998). A resisténcia bacteriana pode ser transferida por diversos mecanismos,
podendo estabelecer-se entre microrganismos de uma mesma populacdo ou de
diferentes populac@es, como da microflora animal para humana e vice-versa (Nijsten et
al., 1993).

Durante décadas a ampicilina, sulfametoxazol-trimetoprim e cloranfenicol foram
0s agentes antimicrobianos recomendados para o tratamento de infec¢fes causadas por
Salmonella. Taxas elevadas de resisténcia a esses agentes tém reduzido
significantemente a eficacia desses antibidticos para o tratamento dessas infeccbes
(Bradford et al., 1998). A resisténcia a antimicrobianos surgiu de forma crescente. Além
da pressdo selectiva exercida pelo uso excessivo de antibi6ticos, ha evidéncias na
literatura que sugerem o aparecimento de espécies multirresistentes devido a utilizacdo
de antibidticos em pecuéria (Hakanen et al., 1999).

A resisténcia antimicrobiana é comum entre os serétipos de Salmonella. Muitas
das estirpes apresentam grande potencial zoonotico provocando doenca tanto em
animais domésticos como nos humanos, sendo os alimentos de origem animal o
principal veiculo de transmissdo destes organismos resistentes (Varma et al., 2005). S.
Typhimurium e S. Newport sdo os serdtipos de Salmonella que tém apresentado mais
estirpes multirresistentes (Angulo et al., 2004; Yan et al. 2003).

Estudos realizados revelaram que a necessidade de hospitalizacbes para seres

humanos é 2,5 vezes maior em surtos ocasionados por estirpes de Salmonella resistentes
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a antibioticos quando, comparada com o0s ocasionados por estirpes sensiveis. Tal facto,
demonstra a importancia do estudos sobre a resisténcia a antibidticos em Salmonella sp.
e sua importancia na satde humana e animal (Farrinton et al., 2001; CDC, 2002).

As bactérias apresentam uma elevada diversidade de mecanismos de resisténcia
aos antibioticos. Podem-se destacar quatro tipos de mecanismos de resisténcia

principais:

1. Modificacdo dos locais alvo

As bactérias podem adquirir mutagbes que modificam certas caracteristicas do
alvo, diminuindo a afinidade com o medicamento (Poeta et al., 2007). A modificacdo do
alvo devido as enzimas alteradas dihidropteroato sintetase e dihidrofolato redutase,
conferem resisténcia as sulfonamidas e trimetoprim respectivamente (Sefton, 2002).

Por sua vez, a resisténcia as quinolonas e a novobiocina podem surgir através de

mutacOes nos gene gyrA, gyrC e gyrD (Reynolds, 1984; Sefton, 2002).

2. Acumulacdo reduzida do antibidtico

Este tipo de resisténcia pode ser intrinseco ou adquirido (Nikaido and Vaara,
1985; Nikaido, 1988). A este mecanismo tem sido associada a resisténcia a varios
antibioticos, nomeadamente, aminoglicosideos, quinolonas, cloranfenicol, tetraciclinas e
B-lactdmicos (deGroot, 1991).

Os genes plasmidicos podem codificar proteinas membranares (tet A, B e C), as
quais funcionam como bombas de efluxo de extrusdo da tetraciclina, a custa de ATP. A
tetraciclina, geralmente, inibe a sintese proteica bacteriana, interagindo com a
subunidade ribossomal 30s (Bryen, 1989; Hancock and Woodruff, 1988).

3. Inactivacdo do antibidtico

Este mecanismo de resisténcia consiste na inactivacdo do antibiotico por
intermédio de enzimas. Existem trés grupos principais de enzimas:
- Enzimas de modificacdo de aminoglicosideos — estas enzimas podem ser de trés

tipos: acetiltransferases, adeniltransferases e fosfotransferases (Bryen, 1988);
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- Cloranfenicol acetil transferases (CAT) — esta enzima encontra-se em
plasmideos ou transposoes, e cataliza a desacetilacdo do cloranfenicol com a Coenzima
A (CoA) . O composto resultante é inactivo na inibicdo da sintese proteica (Bajanca-
Lavado, 1996);

- B-lactamases - Os antibioticos B-lactamicos representam uma das classes
terapéuticas mais utilizadas no tratamento de infec¢bes bacterianas, tanto no meio
hospitalar como na clinica veterinaria, devido a sua baixa toxicidade e ampla margem
terapéutica (Marin and Gudiol, 2003; Li et al., 2007). Estes antibi6ticos bloqueiam a
sintese da parede celular bacteriana, através da inibicdo das enzimas transpeptidases,
carboxipeptidases e transglicosidases, essenciais para a formacdo do peptidoglicano.
Estas enzimas denominam-se de proteinas fixadoras da penicilina (Penicilin Binding
Proteins - PBP) (Tipper,1985).

4. Desvio metabolico

A resisténcia exibida aquando a existéncia de um desvio metabdlico caracteriza-
se pela sintese de um local alvo alternativo, para o antibidtico. Este é o principal
mecanismo de resisténcia as sulfonamidas e ao trimetoprim. A resisténcia ao
trimetoprim é uma consequéncia resultante da sintese de uma dihidropteroato sintetase

alterada, normalmente localizada em plasmideos (deGrott, 1991).
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1.5. Elementos genéticos responsaveis pela dispersdo de genes de

resisténcia

Os antibioticos ndo sdo os causadores de resisténcia mas, permitem que as
resisténcias que surgem naturalmente numa populagdo sobrevivam em relacdo a outras
que ndo apresentam esse mesmo factor de resisténcia. A localizacdo dos genes que
codificam a resisténcia especifica a um dado antibiético, em elementos genéticos
moveis permite a transmissao dessa resisténcia entre bactérias (Poppe et al., 2005).

Existem quatro processos diferentes de transferéncia de genes de um
microrganismo para outro:

1. A transformacdo é o processo muito eficiente de transferéncia genética em
que o DNA que se encontra no ambiente é incorporado no genoma do receptor atraves
de recombinacdo (Madigan et al, 1996; Lewin, 1996).

2. A_conjugacao é um processo de transferéncia unidireccional através do qual o
DNA ¢ transferido por contacto celular. Os genes que codificam a resisténcia a
antibidticos encontram-se, frequentemente, em plasmideos conjugativos (Davies and
Smith, 1978).

3. A transducdo é o processo de transferéncia genética mediada por
bacteriéfagos. Através deste processo ocorre incorporacdo de DNA bacteriano no
interior do bacteriéfago, posteriormente pode ser transferido, através de infeccdo pelo
fago, para outra bactéria (Madigan et al, 1996; Lewin, 1996).

4. Finalmente, a transposicdo € o processo de transferéncia mediado por
transposdes. Este mecanismo envolve plasmideos conjugativos, ndo conjugativos e
cromossomas (Lupski, 1987).

A multirresisténcia e certos factores de viruléncia em bactérias tem sido
relacionada com a presenca de plasmideos e integrBes, elementos que podem ser 0s
responsaveis pela sua disseminagdo. A maioria dos isolados multirresistentes a
antibidticos apresenta um gene localizado em cassete o qual codifica a resisténcia a
varios antimicrobianos como ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina, sulfametoxazol-
trimetoprim e tetraciclina (Poppe et al., 2005).

A localizacdo de genes de resisténcia especificos nesses elementos geneticos
moveis (plasmideos, transposdes ou genes cassete em integrdes), permite a transferéncia

da resisténcia entre bactérias que podem, inclusive, pertencer a géneros ou espécies
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diferentes (Jacoby and Archer, 1991; Caratolli, 2001; Poppe et al., 2005). Tal é possivel
uma vez que, o conjunto destes elementos facilita a transferéncia horizontal de genes de
resisténcia entre linhagens distintas e entre espécies de grupos filogenéticos bastante
afastados (Coelho, 2001).

E possivel encontrar-se num mesmo elemento genético, varios genes implicados
na resisténcia a distintas familias de antibi6ticos, levando desta forma, ao surgimento de

bactérias com fenotipo de multirresisténcia (Fluit and Schmitz, 2004).

1.5.1. Plasmideos

Os plasmideos sdo moléculas de DNA de cadeia dupla, circulares e unidos
covalentemente. Estes, sdo definidos como sendo elementos genéticos
extracromossdmicos com capacidade de replicacdo autdnoma (Fernandez, 2006).

A transferéncia do plasmideo entre estirpes e espécies bacterianas proximas é
estabelecida por transferéncia genética entre duas bactérias (uma dadora e outra
receptora) através do processo de recombinacdo genética. Desta forma, o DNA da
bactéria dadora é incorporado no DNA da bactéria receptora (Hughes and Datta, 1983).

Estes elementos genéticos, normalmente, contém genes que ndo sao essenciais a
sobrevivéncia da bactéria, tais como genes que afectam a replicacdo, o metabolismo, a
fertilidade bacteriana, a producdo de toxinas, entre outros (Lewin, 1996). Estes
elementos podem transportar um ou mais genes que Ihe conferem a resisténcia a certos
antibidticos. Na figura 4, o gene selectivo amp" codifica a enzima pB-lactamase, que
inactiva a ampicilina enquanto que o gene tet" codifica a resisténcia a tetraciclina. No
entanto, a bactéria ndo necessita de plasmideos para a sua sobrevivéncia (Madigan et
al., 2000).
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Figura 4 — Diagrama representativo de um plasmideo.

(Fonte: www.dbio.uevora.pt/LBM/Foco/Hospedeiros/Image35.gif)

1.5.2. Transposodes

Os elementos genéticos transponiveis podem ser também designados como
elementos genéticos moveis. Estes elementos genéticos sdo caracterizados como sendo
pequenos fragmentos de DNA mdveis que, constituem partes de cromossomas ou de
plasmideos para além de apresentarem capacidade de movimento de um lugar para
outro dentro do genoma (Haren et al., 1999).

Na maioria dos casos, esse movimento é aleatrio e acontece com uma
frequéncia muito reduzida. Os elementos genéticos moveis incluem transposdes, que se
movem apenas numa unica célula, e os bacteri6fagos que se movem entre bactérias.
Assim podem-se considerar trés classes de tranposées (Lewin, 2001):

- Transposdes exclusivos de DNA,;
- Retrotransposdes semelhantes a retrovirus;
- Retrotransposdes de origem ndo-retroviral.

No entanto, ao contrario dos plasmideos definidos no ponto anterior, estes
elementos ndo apresentam capacidade de replicacdo autdnoma (Haren et al., 1999).
Estes elementos facilitam a transmissé@o da resisténcia a antibioticos, que também pode
estar codificada nos genes do cromossoma bacteriano, para novas linhagens bacterianas
(Coelho, 2001). Desta forma, tém um profundo impacto na estrutura e fungdo dos genes,

bem como na organizacdo dos cromossomas na espécie (Daboussi, 1997).
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Segundo varios autores, 0s elementos genéeticos mdveis sdo responsaveis por um
elevado nimero de mutacbes espontaneas, o que leva a modificagdes na expressao dos
genes, alteragdo das sequéncias de bases e a modificagdes estruturais nos cromossomas
(Langin et al., 1995; Deschamps et al., 1999; Hua-Van et al., 2000).

1.5.3. Integroes

Os integrbes sdo elementos genéticos que foram descobertos no inicio da década
de 80, através de um estudo molecular a determinados genes de resisténcia onde se
verificou a existéncia de uma sequéncia comum na regido 59 que apresentava um
promotor e, um gene codificante de uma integrase semelhante as descritas nos
bacteriéfagos (Sabaté and Prats, 2002).

Estes elementos assemelham-se aos transposdes, mas ndo possuem sequéncias
terminais repetidas, nem codificam as proteinas necessarias para a sua transposicao.
Estes podem ser caracterizados pela presenca de sequéncias especificas para o alvo de
integracdo. Apresentam a capacidade de adquirir diversos genes para a resisténcia aos
antibidticos e de os expressar através de promotores intrinsecos (Stokes and Hall, 1989).

De uma forma geral e, tal como €é possivel observar pela figura 5, os integrées
sdo constituidos por 3 elementos essenciais a captura e expressdo de genes exdgenos:
um gene que codifica uma integrase (intl); o lugar de recombinacdo sitio-especifico
(attl) e, um promotor (Pant) necessario para a expressdo dos genes cassete integrados.
Por vezes, pode ainda surgir um segundo promotor mais forte (P2), localizado 39pb do

primeiro promotor (Fluit and Schimtz, 1999).

FPanf

Figura 5 — Representagdo esquematica da estrutura geral dos integrées
(adaptado de Fernandez, 2006)
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Os integrdes ndo sdo moveis mas encontram-se, frequentemente, associados a
transposdes localizados em plasmideos conjugativos (Olsen, 1999; Mazel, 2006).

A presenca de integrbes é frequentemente descrita em estirpes clinicas de
humanos no entanto, existem alguns estudos que descrevem a presenca de integroes em
estirpes isoladas de animais de companhia, animais para consumo, agua, solo e
alimentos (Roe et al., 2003; Séenz et al., 2004).

Os integrdes caracterizam-se pela capacidade de reconhecimento de uma ampla
variedade de sequéncias de recombinacao, e pela capacidade ilimitada de intercambio e
reserva de genes cassete. Além disso, estas estruturas funcionam como sistemas de
captacdo de genes, o que confere vantagens selectivas e, raramente captam genes
considerados indispensaveis para a bactéria (Nield et al., 2001).

A classificacdo das vérias classes de integrdes é feita de acordo com a sequéncia
da integrase. Assim, actualmente sdo conhecidas nove classes distintas de integrdes. Os
que contém os genes de resisténcia antimicrobiana séo as classes 1, 2 e 3 (Arakawa et
al., 1995; Recchia and Hall., 1995). Por outro lado, os das classes 4, 5, 6 e 7 contém
genes cassete que ndo codificam a resisténcia a antibioticos (Clark et al., 2000; Nield et
al., 2001). Os integrbes que ndo apresentam nenhum gene cassete sdo o0s da classe 8 e
finalmente, os da classe 9 sdo 0s que apresentam um gene cassete, dfrAl, que confere
resisténcia ao trimetoprim (Hochhut et al., 2001).

Para além dos integrdes possuirem um elevado nimero de possibilidades de
recombinacOes e de intercambio, os genes de resisténcia proporcionam as bactérias que
0s possuem uma grade versatilidade frente aos antibidticos (Fernandez, 2006).

Os integrdes que se encontram com maior frequéncia sdo o0s pertencentes a
classe 1. Este tipo de integrdes caracteriza-se por apresentar a sequéncia 59 conservada
(59-CS), que contem um gene responsavel por codificar a integrase. Para além desta
sequéncia, a maioria dos integrdes deste tipo possui ainda outra sequéncia, a sequéncia
39 conservada (39 —CS), que por sua vez apresenta um gene que confere resisténcia a
componentes de aménio quaternario (qacEA1) e um gene de resisténcia as sulfamidas
(sull) (Fluit et al., 1999; Koseoglu, 2004).

Este tipo de integrdes fui descrita em diversos géneros de bactérias Gram-
negativas, dos quais se podem citar, Campylobacter, Citrobacter, Enterobacter,

Escherichia, Klebsiella, Pseudomonas, Salmonella, Shigella e Vibrio (Fluit et al.,2004).
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Por sua vez, os integroes da classe 2 encontram-se no transposdo 7 e, apresentam

um segmento conservado 5’ idéntico aos presentes nos integroes da classe referida atras

(Ploy et al., 2000).
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Capitulo 2 — Objectivos

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS-2007) "a salmonelose constitui
um dos mais comuns problemas de saide publica. Milhares de casos humanos séo
reportados anualmente no mundo, originando milhares de mortos e verificando-se, nos
altimos anos, um aumento na incidéncia e severidade da infeccao".

Este aumento significativo de salmoneloses nos ultimos trinta anos, tem sido
verificado até mesmo em paises com excelentes servigos de salde. Tal facto, torna-se
ainda mais preocupante pela sua associacdo a uma grande biodiversidade de ser6tipos.

Outro répido e preocupante aumento é o da resisténcia aos antibioticos e a
emergéncia de estirpes multirresistentes de Salmonella sp. isoladas em animais e
humanos.

Assim, este trabalho teve como principais objectivos:

- O isolamento de Salmonella sp. a partir de amostras fecais de diferentes origens

(javali, porco bisaro, coelho bravo e avestruz);

- lIdentificar o serdtipo correspondente para cada um dos isolados e verificar a

importancia desta avaliacdo ao nivel da satde publica e animal;

- Estudar as resisténcia a antibidticos em estirpes de Salmonella sp. isoladas a partir de
diferentes origens (javali, porco bisaro, coelho bravo e avestruz);

- Realcar a importancia da vigilancia da resisténcia aos antibioticos em estirpes de
origem animal, principalmente no caso do controlo de espécies bacteriana

potencialmente patogénicas para 0 Homem, como € o caso da Salmonella.

- Caracterizar geneticamente 0s mecanismos de resisténcia aos antibidticos, de acordo

com o fendtipo de resisténcia obtido para cada estirpe;

- Detectar e estudar os integrdes de classe 1 e 2 e respectivas regifes variaveis;

- Comparar estirpes de origens, serétipos e fendtipos de resisténcia diferentes ao nivel

dos perfis proteicos.
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Capitulo 3 - Material e Métodos

3.1. Amostras fecais

As amostras fecais de javali foram recolhidas entre 2006 e 2007, no Norte de
Portugal. Gracas a colaboragdo de varios intervenientes, as amostras foram retiradas do
intestino de javalis capturados em montarias. De igual forma, foram recolhidas amostras
fecais de coelho bravo cacados no mesmo periodo de tempo. Por sua vez, as fezes de
porco bisaro foram recolhidas igualmente do intestino de cada animal nas instalacfes
para animais no campus da Universidade de Tréas-os-Montes e Alto Douro em Outubro
de 2007. Finalmente, as fezes de avestruz, retiradas da mesma forma que nas origens
anteriores, foram-nos cedidas gentilmente pelo proprietario de uma exploracdo situada
no Alentejo em 2007.

De cada animal foram recolhidas, com auxilio de uma espétula, para um frasco
apropriado, aproximadamente 7g de fezes que, foram mantidas a 4°C até chegarem ao
nosso laboratdrio.

Neste estudo, foram utilizadas no total 243 amostras fecais (77 javalis, 77
coelhos bravos, 35 porcos bisaro, 54 avestruzes). Cada frasco utilizado correspondeu a

uma amostra e portanto, a um animal distinto.

3.2.  Meios de cultura e provas de identificacdo utilizadas para o isolamento

Ao longo deste trabalho, foram utilizados varios meios de cultura e solugdes
necessarias para a correcta realizacdo das metodologias. A composicao e as quantidades

necessarias a utilizar estdo descritas nos anexos 1, 2 e 3 deste trabalho.

3.3. Isolamento de estirpes de Salmonella sp.

De cada animal recolheu-se, para um frasco apropriado, aproximadamente 7g de
fezes que, foram mantidas a 4°C até chegarem ao nosso laboratério. Cerca de 2 a 3g de
cada amostra foi, posteriormente, diluida em caldo BHI, na proporcdo de 1:10, para
depois poder ser semeada em placas de agar. O restante de cada amostra guardou-se a

temperaturas de congelacdo. Utilizou-se o método descrito no Anexo D da norma ISO
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6579:2002 para o isolamento de Salmonella sp. em amostras fecais da producéo
primaria.

Colocou-se aproximadamente 5 ml de amostra num frasco contendo 45 ml de
agua peptonada durante 18 horas a 37°C. Fez-se a sementeira numa placa de meio semi-
solido Rappaport-Vassiliadis (MSRYV) durante 24 horas a 41°C e utilizou-se um controlo
positivo e um negativo. De todas as placas de MSRV positivas, eram efectuadas
repicagens para 2 agares selectivos: Xilose Lysine Desoxycholate (XLD) com
novobiocina e Hektoen com novobiocina, estas eram incubadas a 37°C durante 24
horas. De seguida, as colonias sugestivas de salmonella eram repicadas e isoladas em
agar XLD.

3.4. ldentificacdo fendtipica das bactérias

Apds o isolamento descrito no passo anterior, permitiu-se o crescimento e
multiplicacdo das bactérias no meio agar nutritivo para, desta forma se proceder as
provas bioquimicas. Assim, cada coldnia isolada foi submetida a prova do TSI(Triple
Sugar Iron), da lisina, da ureia e do indol. Nestas provas era sempre utilizado um
controlo positivo (Salmonella) e um negativo.

Identificaram-se como Salmonella sp. os isolados que em agar Triple Sugar Iron
(TSI) produzem &cido e géas a partir da glucose e H,S. Por sua vez, nos meios com lisina
ocorreu a descarboxilacdo da lisina. Nas restantes duas provas, considera-se Salmonella
sp. no caso de darem negativos. No entanto, é importante referir que nenhuma destas
provas é, por si sO conclusiva. Apenas se considera positivo quando a conclusdo

resultante das 4 provas em conjunto nos déao evidencias de isso.

+ Ureia (Pg.260 do manual da Merk):
- Inocular massivamente 0 meio com colonias puras;
- Incubagéo a 35°C > 48 horas;
- O meio é vermelho-alaranjado;
- Ureia positiva (Meio vermelho):
- Proteus (P. vulgaris; P. mirabilis), Morganella, etc.
- Ureia negativa ou fracamente + (Meio amarelo):

- Shigella, Escherichia, Citrobacter, Klebsiella, Salmonella, etc.
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+  Lisina descarboxilase caldo (ISO — 6579: 2002) (Pg. 2-134 da OXOID):
- Inocular o meio imediatamente abaixo da sua superficie;
- Incubar a 35° C por 24 horas e examinar em intervalos regulares;
- O meio por incubar deve ser azul esverdeado;
- Reaccdo positiva:
- Turbidez do meio e alteracdo da cor para rosa (Salmonella)
- Reaccdo negativa:

- Coloracdo amarela

+ TSI (ISO - 6579: 2002):
- Semear a superficie do agar e inocular o fundo numa so picada;
- Incubar a 37°C + 1°C durante 24 + 3 horas;
- Nas culturas tipicas de Salmonella apresenta a cunha alcalina (vermelha) e o
fundo 4&cido (amarelo) com formacdo de gas e, em cerca de 90% formagdo de H,S

(escurecimento do agar).

+  Indol

- Inocular o meio imediatamente abaixo da sua superficie;

- Incubar numa estufa a 37°C durante 24 horas;

- Apos incubagdo, adiciona-se a cada tubo o reagente de Kovax;

- Reaccéo positiva:
- Ap0s agitacdo ha formagdo de um anel de cor vermelha.
- E. coli

- Reacgéo negativa:
- Ap0s agitacdo ndo ha reaccdo nenhuma.

- Salmonella

Todas as estirpes identificadas como sendo pertencentes ao género Salmonella, foram
guardadas em meio de leite (Constituicdo em Anexo) para serem congeladas (-21°C) e,

posteriormente re-utilizadas.

3.5. Determinacdo da sensibilidade a antibioticos

Para os isolados obtidos, analisou-se a sensibilidade a antibiéticos utilizando o

método de difusdo em disco ou antibiograma, seguindo as normas do CLSI. O
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antibiograma define a actividade in vitro de um antibiotico perante um determinado
microrganismo e reflecte a sua capacidade para inibir o crescimento de uma bactéria ou
populagdo bacteriana (Ferndndez, 2006). Foram testados os seguintes antibioticos:
ampicilina (AMP); amoxicilina + acido clavulanico (AMC); cefoxitina (CTX); cefoxitin
(FOX); ceftazidima (CAZ); aztreonam (AZT); imipenemo (IMP); gentamicina (GEN);
amicacina (AK); tobramicina (TOB); estreptomicina (STR); acido nalidixico (NAL);
ciprofloxacina (CIP); trimetoprim-sulfametoxazol (SXT); tetraciclina (TET) e
cloranfenicol (CHL).

Na tabela 3, enunciam-se os respectivos “Break-points” e concentra¢des usadas

durante o procedimento experimental.

Tabela 3 - Concentracdo dos discos de antibidticos usados nos antibiogramas e “Break-points” dos halos
de inibicdo, utilizados no presente estudo (CLSI, 2007).

Antibidtico “Break-points” dos halos de inibi¢cdo (mm)
Carga por R | S
disco (pg)
amoxicilina + acido clavulanico (AMC) 20/10 <13 14-17 >18
ceftazidima (CAZ); 30 <14 15-17 >18
cefoxitina (CTX); 30 <14 15-22 >23
aztreonam (AZT); 30 <15 16-21 >22
cefoxitin (FOX):; 30 <14 15-17 >18
Ampicilina (AMP) 10 <I3 14-16 >17
Imipenemo (IMP) 10 <13 14-15 >16
Ciprofloxacina (CIP) 5 <15 16-20 >21
Gentamicina (GEN) 10 <12 13-14 >15
Tetraciclina (TET) 30 <14 15-18 >19
Amicacina (AK) 30 <14 15-16 >17
Tobramicina (TOB) 10 <12 13-14 >15
Estreptomicina (STR) 10 <11 12-14 >15
Acido nalidixico (NAL) 30 <13 14-18 >19
Trimetoprim-Sulfametoxazol (SXT) 23,75 <10 11-15 >16
ng/1,25
Cloranfenicol (CHL) 30 <12 13-17 >18
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Este método de difusdo em agar foi realizado seguindo as normas do CLSI
(2007). Assim o procedimento pode ser dividido em duas fases:

- Preparacéo do inoculo: semeou-se uma coldnia, proveniente de uma placa
com a estirpe pura, em BHI e incubou-se a 37°C, durante 24h. Desta placa, recolheram-
se 1 a 2 coldnias para 3 ml de solucéo salina esterilizada (NaCl a 0,9%) até se obter uma
turvacdo equivalente a 0,5 da escala de McFarland.

- Inoculagéo da placa: com o auxilio de uma zaragatoa esterilizada, semeou-
se a superficie de uma placa de MH na sua totalidade de uma forma homogénea.
Colocaram-se, de seguida e com a ajuda de uma pinca, os discos de antibidtico (ate um
méaximo de 6 discos por placa). Incubaram-se as placas a 37°C durante 24h e mediram-

se, posteriormente, os didmetros dos halos de inibig&o.

3.6. Extraccao de DNA (adaptado de Riafio et al., 2006)

O método tradicional de extraccdo de DNA em enterobacterias ndo é eficaz para
0 estudo de Salmonella uma vez que, 0 DNA que se obtém apresenta muitas impurezas.
Assim, neste trabalho, foi necessario recorrer a uma técnica de extrac¢do mais complexa
que nos permitiu obter um DNA de elevada pureza e adequado para a sequenciacdo de
diferentes fragmentos.

Coloca-se a crescer cada uma das estirpes num tubo de BHI liquido a uma
temperatura de 37°C durante 12 horas. Recolhe-se 1 ml dessa solugdo para um
eppendorf e centrifuga-se durante 10 minutos a 7000 r.p.m.. De seguida retira-se o
sobrenadante, com 1 ml de agua destilada resuspende-se a frac¢do bacteriana e,
centrifuga-se novamente. Retira-se, novamente, o sobrenadante e resuspende-se o pellet
com 500puL de tampdo SET, 25uL de SDS a 20% e 1 pL de lisozima (50mg/ml). Deixa-
se durante 1 hora a 37°C.

De seguida, adiciona-se 220 pL de NaCl 5M e 700 pL de cloroférmio e agita-se.
Depois de uma nova centrifugagédo de 10 minutos a 10000 r.p.m. ha formacéo de duas
fases separadas. A fase superior é transferida para um eppendorf e adiciona-se 700 uL
de isopropanol frio (-20°C). Mistura-se e deixa-se durante uma hora a -20°C.

Depois deste periodo a -20°C, centrifuga-se durante 10 minutos a 10000 r.p.m..
De seguida, retira-se o sobrenadante e junta-se 800 pL de etanol frio a 70% (-20°C). O
etanol tem de ser depositado no eppendorf no lado oposto ao que se encontra o pellet.

De seguida, procede-se a uma ultima centrifugacdo de 10000 r.p.m. durante 5 minutos.
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Finalmente, retira-se o etanol, deixa-se secar e resuspende-se com100 pL de agua

destilada.

3.7. Quantificacdo de DNA

A determinacdo da concentracdo e pureza de DNA extraido foi feita com o
auxilio do aparelho NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Fischer Scientific Inc.,
USA). Apds medido o branco com agua esterilizada, inocularam-se 3ul de DNA da
amostra testada, a partir do qual o programa determinou a curva de absorvancia do
amostra 260nm. A pureza das amostras foi determinada pelo quociente de absorvancia
obtido a 260 e 280nm, o qual indica uma concentracdo pura entre os valores 1,8 a 2,

diminuindo no caso de contamina¢do com proteinas.

3.8. Reaccdo em cadeia pela polimerase (PCR)

As reacgdes de PCR realizaram-se num termociclador Perkin Elmer (GeneAmp
PCR System 2400) e os produtos de PCR foram posteriormente visualizados por
electroforese em gel de agarose.

Na Tabela 4, estdo descritos 0s componentes e as respectivas quantidades usadas
em cada tubo de PCR. Cada tubo de PCR apresentou um volume final de 25pl.

Tabela 4 - Componentes usados na técnica de PCR.

Componentes Concentracéo stock Volume por tubo

Primer foward 25 .M 0,5 ul
Primer reverse 25 uM 0,5 pl
Tampéo de reac¢do NH4 (Bioline) 10 X 2,5ul
MgCI2 (Bioline) 50 mM 0,75 ul
2dNTPs (Bioline) 100 mM 0,5 pl
BioTaq X polimerase (Bioline) 5U/ul 0,15 ul
DNA 5ul

Agua miliQ esterilizadka - 15,1l

1 Os primers de trabalho (25uM) foram preparados a partir de um stock de 100pM: 25l de primer + 75ul H,0.
2 0s dNTPs foram preparados com 10ul de cada um dos seguintes nucleétidos (dATP, dTTP, dCTP e dGTP) + 360 pl
de H,0.
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E ainda necessario preparar, para cada reaccao, trés tubos de controlo: controlo

sem DNA (tubo sem DNA ao qual se adicionaram 20ul de agua miliQ esterilizada

(Sigma)), o controlo sem “primers” (tubo sem primers ao qual se adicionaram 2 pl de

agua miliQ esterilizada (Sigma)) e o controlo positivo (da coleccdo de estirpes de E. coli

da Universidade de La Rioja).

As tabelas seguintes apresentam 0s genes investigados, as sequéncias dos

primers, as condicdes de amplificacdo e o tamanho dos fragmentos de DNA

amplificados.

Tabela 5 — Primers utilizados e condi¢des utilizadas nas reacgdes de PCRs para a amplificagdo de genes

codificantes de B-lactamases .

Primers (sequéncia 5°—3°)

Condicdes de amplificagéo

Referéncia
(tamanho da banda obtida)

94°C 3 min. 1 ciclo
blarem

94°C 1 min. Belaaouaj et al., 1994
F: ACGCTCAGTGGAACGAAAAC 60°C 1 min. 30 ciclos (1150 pb)
R: TTCTTGAAGACGAAAGGGC 72°C 1 min.

72°C 3 min. 1 ciclo

96°C 15 seg. 1 ciclo
blaghy 0

9%6°C 15 seg. Pitout et al., 1998
F: CACTCAAGGATGTATTGTG 52°C 15 seg. 24 ciclos (885ph)
R: TTAGCGTTGCCAGTGCTCG .

72°C 2 min.

72°C 3 min. 1 ciclo

96°C 5 min. 1 ciclo
blaoxa-1 96°C  1min.
F: ACACAATACATATCAACTTCGC 61°C 1 min. 35 ciclos Steward et al., 2001
R: AGTGTGTTTAGAATGGTGATC . (813ph)

72°C 2 min.

72°C 10 min. 1 ciclo
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Tabela 6 — Primers utilizados e condicGes utilizadas nas reaccbes de PCRs para a amplificacdo de genes

resisténcia relacionados com a resisténcia ao cloranfenicol.

Primers (sequéncia 5°—3°)

Condic6es de amplificacéo

Referéncia
(tamanho da banda obtida)

cmlA

F: TGTCATTTACGCCATACTCG
R: ATCAGGCATCCCATTCCCAT

94°C
94°C
55°C
72°C

72°C

5 min.
1 min.
1 min.
1 min.

7 min.

1 ciclo

30 ciclos

1 ciclo

Séenz et al., 2004
(455 pb)

Tabela 7 — Primers utilizados e condi¢des utilizadas nas reac¢fes de PCRs para a amplificacdo de genes

resisténcia relacionados com a resisténcia a tetraciclina.

Primers (sequéncia 5°—3”)

Condic6es de amplificacéo

Referéncia
(tamanho da banda obtida)

95°C 5 min. 1 ciclo
tetA

95°C 30 seg. Séenz et al., 2004
F: GTAATTCTGAGCACTGTCGC 62°C 30 seg. 23 ciclos (937 pb)
R: CTGCCTGGACAACATTGCTT 72°C 45 seq.

72°C 7 min. 1 ciclo

95°C 5 min. 1 ciclo
tetB 0

95°C 30 seg. Saenz et al., 2004
F: CTCAGTATTCCAAGCCTTTG 57°C 30 seg. 25 ciclos (416 pb)
R: CTAAGCACTTGTCTCCTGTT

72°C 20 seq.

72°C 7 min. 1 ciclo
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Tabela 8 — Primers utilizados e condicGes utilizadas nas reacces de PCRs para a amplificacdo de genes

resisténcia relacionados com aminoglicésidos.

Primers (sequéncia 5°—3°)

Condic6es de amplificacéo

Referéncia
(tamanho da banda obtida)

94°C 5 min. 1 ciclo

aac (3°)-1

(confere resisténcia a gentamicina) 94°C 30 seg. Séenz et al., 2004

60°C 45 seg. 30 ciclos (169 pb)

F: AACCTACTCCCAACATCAGCC 72°C 2 min.

R: ATATAGATCTCACTACGCGC
72°C 8 min. 1 ciclo
94°C 5 min. 1ciclo

aac (3°)-11

((co)nfere resisténcia a gentamicina) 94°C 30 seg. Séenz et al., 2004

60°C 45 seg. 32 ciclos (237 pb)

F: ACTGTGAATGGGAATACGCGTC o .

R: CTCCGTCAGCGTTTCAGCTA 72C 2 min.
72°C 8 min. 1 ciclo
94°C 5 min. 1 ciclo

aadA .

(confere resisténcia a estreptomicina) 2C 1 min. Madsen et al., 2000

60°C 1 min. 35 ciclos (282 pb)

F: GCAGCGCAATGACATTCTTG o .

R: ATCCTTCGGCGCGATTTTG 2°C 1 min.
72°C 8 min. 1 ciclo

Tabela 9 — Primers utilizados e condicGes utilizadas nas reaccfes de PCRs para a amplificagdo de genes

resisténcia relacionados com a resisténcia ao sulfametoxazol.

Primers (sequéncia 5°—3’)

Condicées de amplificacéo

Referéncia
(tamanho da banda obtida)

sull

F: TGGTGACGGTGTTCGGCATTC
R: GCGAGGGTTTCCGAGAAGGTG

94°C
94°C
63°C
72°C

72°C

5 min.

30 seg.
30 seg.

1 min.

8 min.

1 ciclo
Mazel et al., 2000
30 ciclos (789 pb)
1 ciclo
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Tabela 10 — Primers utilizados e condi¢des utilizadas para o estudo de integrdes.

Primers (sequéncia 5°—3°) Condicdes de amplificagéo Referéncia
(tamanho da banda
obtida)
94°C 5 min. 1 ciclo
Intl1
94°C 30 seg. Mazel et al., 2000
F: GGGTCAAGGATCTGGATTTCG 62°C 30seg. 30ciclos (483 pb)
R: ACATGGGTGTAAATCATCGTC 72°C 1 min.

72°C 8 min. 1 ciclo

94°C 5 min. 1 ciclo

Regido variavel de Intl1 Lévesque and Roy, 1993

94°C 1 min.
F: GGCATCCAAGCAGCAAG 55°C 1min.  35ciclos (variavel)
R: AAGCAGACTTGACCTGA 72°C 8 min.

72°C 8 min. 1 ciclo

94°C 5 min. 1 ciclo

Intl2

94°C 30 seg. Mazel et al., 2000
F: CACGGATATGCGACAAAAAGGT 62°C 30seg. 30ciclos (788 ph)
R: GTAGCAAACGAGTGACGAAATG 72°C 1 min.

72°C 8 min. 1 ciclo

94°C 5 min. 1 ciclo
Regido variavel de Intl2
94°C 1min. White et al., 2001

F: 60°C 1min.  35ciclos (variavel)
CGGGATCCCGGACGGCATGCACGATTTGTA 720C 6 min.

R: GATGCCATCGCAAGTACGAG
72°C 8 min. 1 ciclo

94°C 5 min. 1 ciclo
gacEAF/sulR
94°C 30 seg.

F: GGCTGGCTTTTTCTTGTTATCG 63°C 30seg. 30ciclos Saenz et al., 2004
R: GCGAGGGTTTCCGAGAAGGTG 72°C 1 min. (1125 pb)
72°C 8 min. 1 ciclo

94°C 5 min. 1 ciclo
RVIntl/aadA

F: GGCATCCAAGCAGCAAG 94°C 1min.

R: ATCCTTCGGCGCGATTTTG . . Madsen et al., 2000
60°C Imin. 35 ciclos
72°C 1 min.

72°C 1 min. 1 ciclo
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3.9. Electroforese em gel de agarose

Depois de recorrer & PCR, analisa-se o DNA amplificado recorrendo-se a técnica
de electroforese.

Para a preparacdo do gel, pesou-se 1g de agarose D-1 (Pronadisa, Conda). A
agarose foi colocada num frasco de vidro onde se adicionou 100ml de tampéo TBE 1X
(TBE 5X: 549 de Tris-base, 27,59 de &cido bérico e 20ml EDTA 0,5M pH=8 a partir de
um stock de 250ml EDTA 0,5M pH=8). Colocou-se o frasco (com alivio da tampa) no
microondas durante poucos minutos para dissolver a agarose. De seguida adicionou-se
5ul de Brometo de etidio (BioRad). A solugdo foi colocada num suporte de
electroforese onde, previamente, foi colocado um pente de tamanho adequado, que criou
0s pogos necessarios para deposito de 10ul de produto de PCR misturado com tampéo
de carga (Em agua destilada: 0,025g de azul de bromofenol, 0,025g de xileno cianol e
40% sacarose).

Depois de depositadas as amostras procedeu-se a electroforese. O suporte foi
emergido numa tina de electroforese, cheia do mesmo tampédo TBE 1X, e submetida a
um campo eléctrico de 96 V, durante 45 minutos (tempo necessario para a completa
separacao dos fragmentos). Posteriormente, visualizaram-se as bandas obtidas com luz
ultra-violeta e foram fotografadas mediante o uso de um sistema informatico (GenSnap

from SynGene).

3.10. Andlise SDS-PAGE dos extractos proteicos

+ Solubilizacdo de proteinas das células bacterianas

Cultivaram-se as celulas bacterianas até atingirem uma fase exponencial de
crescimento. Depois, foi necessario centrifugar as células a 10.000 g durante 3 minutos,
a mesma temperatura utilizada durante o crescimento das células.

O volume inicial foi de 10 ml de cultura, com uma densidade Optica de
aproximadamente 0,5. Apds centrifugacdo, o pellet bem visivel foi resuspendido num
volume igual de PBS pré-aquecido para ser centrifugado novamente.

Depois de se suspender o pellet em 0,2 ml de tampéo de solubilizacdo de SDS, fez-

se a transferéncia do mesmo para um tubo de microcentrifuga de 1,5 ml. De seguida,
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realizou-se a sonicacdo da amostra recorrendo a um homogeneizador ultrasonico (seis
vezes 10 pulses; intervalo: 1 Hz; duracdo do pulse: 0,3 segundos; 20 kHz homogeneous
sound; power output: 60 W).

As células rompidas foram de seguida centrifugadas a uma velocidade maxima de
centrifuga (14.000 g), durante 30 minutos a 4°C. Colheu-se 0 sobrenadante

cuidadosamente em pequenas quantidades de 50 ul a -80°C.

+ Montagem das placas de electroforese SDS-PAGE

A montagem das placas da tina de electroforese é realizada de véspera, sem
contudo apertar os parafusos. No proprio dia da migracao electroforética, terminou-se a
montagem das placas, apertou-se os parafusos e de seguida, fechou-se a base dos vidros,
rodando os parafusos no mesmo sentido, evitando desta forma qualquer fuga. Por
altimo, fez-se uma marca a 4 cm do topo dos vidros, colocando as placas (vidros+base)

numa posicao perfeitamente horizontal.

+ Preparacio dos géis de acrilamida

Preparou-se um gel SDS-PAGE (T =12,52% e C =0,97%) de 16 cm x 18 cm, 1
mm de espessura e de 15 pocos (Tabela 11).
Com o auxilio de uma seringa aspirou-se o0 gel do gobelé e depositou-se nas

placas de vidro até a marca dos 4 cm.

Tabela 11 - Preparagdo dos géis de separacdo (quantidades referentes a 2 géis).

SDS-PAGE
T=1252%C=097% T=103%C=1,3%
Acrilamida 40% 15.31 ml 12,54 ml
Bisacrilamida (Bis) 2% 3ml 3,25 ml
Agua bidestilada 10,5 ml 13 ml
Tampao Tris HCl pH=8.8 18,8 ml 18,8 ml
Desgaseificagio
SDS 10% 0.5ml 0,5 ml
APS 1% 1,25 ml 1,25 ml
TEMED 25l 25l
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De seguida, preparou-se o gel de concentracédo (T = 2,88 e C = 1,42%) (Tabela
12).

Tabela 12 - Preparacdo dos géis de concentracdo (quantidades referentes a 2 géis).

Gel de concentracao

(T=2.88% C=142%)

Acrilamida 40% 1,68 ml
Bisacrilamida (Bis) 2% 0,49 ml
Agua bidestilada 17,34 ml
Tris HC1 pH = 6,8 281 ml
Desgaseificacio
SDS 10% 0,2 ml
APS 1% 1 ml
TEMED 225ul

As amostras foram introduzidas nos po¢os com auxilio de uma seringa de ponta
muito fina.

Depois de se introduzir o conjunto na tina de electroforese, ajustou-se o volume
de tampdo de electroforese. Tapou-se a tina de electroforese e ligou-se a fonte de
alimentacdo. As condicdes de migracdo foram de 30 mA/gel a 14 °C.

Quando a frente de migracdo comecou a sair das placas, parou-se a migracao. De
seguida, os geéis foram colocados num recipiente com cerca de 400 ml (por gel) de
solucéo de coloragédo, onde permaneceram 24 horas e em agitacao.

Os géis foram descorar em &gua destilada durante uma noite e na manha
seguinte foram passados para uma solucdo de acido tricloroacético (TCA) a 6%, onde
permaneceram durante 5 horas. Posteriormente, foram colocados numa solucdo de

glicerol a 5% onde permaneceram durante 2 horas.
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Capitulo 4 - Resultados

Recorremos ao método de cultura microbioldgica para pesquisa de Salmonella
num total de 243 amostras fecais de animais de diferentes origens. As colonias
sugestivas depois de isoladas foram analisadas através de provas bioquimicas para desta
forma, confirmarmos a presenca de Salmonella. Para algumas amostras de animais
positivas foram isoladas mais do que uma colonia.

As amostras foram designadas por uma letra maiuscula correspondente a origem,
um numero do animal e, seguido entre parénteses um ndmero correspondente a colo6nia.

Nesta investigacdo, das 77 amostras fecais de javali pertencentes a animais
diferentes, foram isolados 17 animais positivos, dos quais foram obtidos 23 isolados.
Relativamente as 77 amostras fecais de coelho, obtivemos 40 isolados pertencentes a 38
animais positivos. As amostras de porco bisaro foram as que apresentaram uma
percentagem de animais positivos mais elevada uma vez que, a partir de 35 amostras
fecais de porco bisaro pertencentes a diferentes animais, foram isolados 30 animais
positivos dos quais se obtiveram 36 isolados para analisar. Ao contrario, as amostras de
avestruz apresentaram uma percentagem de positividade muito baixa de 5,56% pois das
54 amostras fecais pertencentes a diferentes animais, inicialmente testadas, apenas
obtivemos 3 positivos , dos quais testamos 5 isolados. Estes dados estdo esquematizados
na tabela 13.

Tabela 13 — N° de amostras de amostras fecais analisadas e positivas e respectiva % de positividade para

cada uma das origens analisadas.

Origem (n° de amostras analisadas) N° de amostras positivos % de positividade
Javali (77) 17 22,1%
Porco bisaro (35) 30 85,7%
Coelho selvagem (77) 38 49,4%
Avestruz (54) 3 5,56%

Desta forma, apos confirmacéo bioquimica e soroldgica das colonias sugestivas
de Salmonella sp. isoladas pelo método descrito pela norma ISO 6579:2002, estas foram
enviadas para o Laboratorio Nacional de Investigacdo Veterinaria (LNIV) para estas
serem serotipificadas de acordo com o esquema Kauffmann-White (Popoff, 2001). Por
uma questdo de custos, apenas as amostras de avestruz ndo foram enviadas para

serotipificacdo uma vez que apenas 3 das 54 amostras fecais resultaram positivas, no
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total 5 isolados. Assim, achamos melhor aguardar pelos resultados dos testes de
resisténcia para verificar se valeria a pena mandar entdo para analise no LNIV.

No nosso trabalho foram detectados 5 serétipos distintos. Através da
serotipificagdo, foi-nos ja possivel encontrar algumas diferencas entre as diferentes
origens animais. A distribuicdo dos serotipos pelos isolados totais esta representada no

gréafico 1.

Gréfico 1 — Distribuigdo dos diferentes serotipos pelos isolados de diferentes origens.
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Tendo em conta o conjunto de isolados das diferentes origens, verifica-se que o
serétipo mais detectado neste estudo foi S.Rissen uma vez que, dos 99 isolados
analisados, foi detectado em 30. Seguido dos serétipos S. Typhimurium e S. Enteritidis,
que surgiram respectivamente em 26 e 25 dos isolados testados. No plano oposto, o
serétipo S. Derby apenas foi detectado em uma das origens surgindo por isso em menor
percentagem no grafico 1.

Apenas 0s serotipos S. Rissen e S. Typhimurium, foram detectados nas 3 origens
animais (javali, porco bisaro e coelho bravo). Por sua vez, os serétipo S. Enteritidis e S.
Havana, surgiram nos isolados de porco bisaro e coelho bravo. Relativamente, a S.
Derby, foi detectado apenas em 2 isolados de coelho selvagem.

Depois de apresentar este grafico com uma visdo dos resultados da
serotipificacdo para as amostras totais, é importante analisar as origens de uma forma
individual para verificar as diferencas existentes relativamente aos serotipos detectados
nas diferentes origens.

Desta forma, nos graficos seguintes sdo apresentados os diferentes serotipos

detectados nos isolados de javali, porco bisaro e coelho selvagem. Para isolados de
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javali, apenas foram detectados 2 serotipos distintos: S. Rissen e S. Typhimurium. Tal
como é possivel observar através do Gréafico 2, o serétipo S. Typhimurium, representado
a cor laranja, foi detectado em 16 isolados de Javali. Os restantes 7 isolados foram
classificados como pertencentes aos serotipo S. Rissen, correspondendo desta forma aos
30% representados a verde no grafico. Esta foi a origem que apresentou menor
diversidade de serdtipos.

Grafico 2 — Serotipos detectados nos isolados de Javali.
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Tal como é possivel observar no grafico 3, os isolados de porco bisaro
encontram-se distribuidos por 4 serétipos: S. Enteritidis, S. Havana, S. Rissen e S.
Typhimurium. O maior ndmero de isolados corresponde ao ser6tipo S. Enteritidis,
detectado em 14 dos 36 isolados testados. Por sua vez, S. Rissen e S. Havana, foram
detectados em 11 e 7 isolados, respectivamente. Finalmente, e ao contrario do que
verificamos para os isolados de javali representados no grafico anterior, S.

Typhimurium foi o serdtipo menos detectado nos isolados de porco bisaro.

Gréfico 3 — Serétipos detectados nos isolados de Porco Bisaro.
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Finalmente, os 40 isolados de coelho selvagem do nosso trabalho, pertencem a S.
Derby, S. Enteritidis, S. Havana, S. Rissen e S. Typhimurium (Gréafico 4). Nestas
amostras surgiu o ser6tipo S. Derby ndo detectado nas restantes origens, ainda que em
apenas 2 dos 40 isolados serotipificados. Assim, esta foi a origem que apresentou uma
maior diversidade de serotipos. Apesar do serétipo S. Rissen, tal como demonstrado no
grafico 1, ter sido o mais detectado a nivel dos isolados totais, apenas nos isolados de
coelho, surgiu com maior percentagem. De seguida surgem os serotipos S. Enteritidis e
S. Havana detectados em 11 e 9 dos isolados, respectivamente. Finalmente, o segundo
serétipo menos detectado nos isolados desta origem foi S. Typhimurium em apenas 6

dos isolados testados.

Grafico 4 — Serotipos detectados nos isolados de Coelho Selvagem.
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Apesar de o ser6tipo S. Rissen ter sido considerado, na nossa investigacdo, como
sendo o serGtipo mais identificado quando temos em conta as amostras totais, ao
analisar as 3 origens individualmente, verificamos que cada uma apresenta um serétipo
distinto como o mais frequente. Assim, em termos individuais, para os isolados de
javali, divididos entre apenas dois serotipos, Salmonella Typhimurium representou o
ser6tipo mais identificado. Por sua vez, para os isolados de porco bisaro foi o serétipo
Salmonella Enteritidis enquanto que, para os isolados de coelho selvagem foi
Salmonella Rissen.

O passo seguinte no nosso trabalho foi definir os fendtipos de resisténcia aos
diversos antibioticos testados. Para tal, recorremos ao meétodo do antibiograma
utilizando 16 antibioticos. Os halos de inibicdo formados foram definidos como

resistentes, intermédios e sensiveis, segundo as normas estabelecidas pelo CLSI.
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Para cada uma das amostras, isolamos 2 ou 3 isolados. A grande maioria desses
isolados, revelaram pertencer ao mesmo ser6tipo e apresentaram o mesmo fendtipo de
resisténcia, como tal, apenas foi contabilizado um dos isolados por amostra. E neste
caso, apenas um dos isolados prosseguiu para 0s seguintes passos do nosso estudo.
Assim, como os isolados C22(1) e C22(2), pertencem ao mesmo animal e apresentaram
0 mesmo serotipo e as mesmas resisténcias, apenas C22(1) foi contabilizada. Do mesmo
modo, para o isolado AVT14 apenas a colonia 1 foi contabilizada.

Na tabela 14, sdo apresentadas as resisténcias verificadas pelos isolados de javali
e as percentagens de incidéncia correspondentes. Assim, dos 16 antibioticos testados, 0s
isolados de javali apresentaram resisténcias a 5. A resisténcia mais observada foi a
ampicilina ultrapassando os 90%. A resisténcia aos antibioticos cloranfenicol,
estreptomicina e tetraciclina foi também verificada num grande nimero de isolados. Por
outro lado, a resisténcia ao trimetoprim-sulfametoxazol apenas foi detectada em 5
isolados.

Depois de registarmos as resisténcias, analisamos individualmente cada isolado
tendo em conta o perfil de resisténcias e o serétipo. Depois de uma breve organizagao
de dados verificamos que podiamos estabelecer uma relacdo entre os serotipos e as
resisténcias a alguns dos antibioticos. Desta forma, nos isolados de javali verificamos
que todos os isolados S. Typhimurium apresentaram resisténcia a ampicilina e ao
cloranfenicol e que, todos os isolados S. Rissen apresentaram resisténcia a tetraciclina
mas ndo ao cloranfenicol.

E ainda de salientar que, apenas um dos isolados de javali ndo apresentou
resisténcia a mais do que um antibiético. O isolado J30 (2) pertencente ao serétipo S.

Rissen apresentou resisténcia apenas a tetraciclina.

Tabela 14 — Resisténcias a antibidticos detectadas nos isolados de javali (n° de isolados = 23).

Antibidticos N.° de resisténcias % de resisténcias

Ampicilina (AMP) 21 91,3%
Tetraciclina (TET) 13 56,5%
Estreptomicina (STR) 15 65,2%
Trimetoprim-Sulfametoxazol (SXT) 5 2,17%
Cloranfenicol (CHL) 16 69,6%

As resisténcias verificadas para os isolados de porco bisaro, sdo apresentadas na

Tabela 15. Para estes isolados, foram detectadas resisténcias a 6 antibidticos distintos.
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As resisténcias mais detectadas foram aos antibidticos tetraciclina, ampicilina e acido
nalidixico.

E ainda de salientar que 3 isolados ndo apresentaram resisténcia a nenhum dos
antibidticos testados. Dos 36 isolados analisados, 12 demonstraram resisténcia a apenas
um dos antibioticos (neste caso ao acido nalidixico) sendo que, 8 pertenciam a S.
Enteritidis e 4 a S. Havana.

Tal como nos isolados de javali, também nos isolados de porco bisaro,
verificAmos que existia uma relacdo entre o serétipo e as resisténcias a alguns
antibidticos. Todos os isolados pertencentes a S. Rissen apresentaram resisténcia a
AMP, TET, SXT enquanto que, os isolados testados pertencentes a S. Typhimurium
apresentaram resisténcia a AMP, TET, STR, CHL. Verificamos que todos os isolados
pertencentes ao serotipo S. Enteritidis apresentaram resisténcia ao &cido nalidixico. Por
sua vez, todos os isolados pertencentes ao serétipo S. Havana apenas apresentaram

resisténcia ao acido nalidixico.

Tabela 15 — Resisténcias a antibidticos detectadas nos isolados de porco bisaro (n° de isolados = 36).

Antibidticos N.° de resisténcias % de resisténcias
Sem resisténcias 3 8,33%
Ampicilina (AMP) 20 55,6%
Tetraciclina (TET) 21 58,3%
Estreptomicina (STR) 13 36,1%
Acido Nalidixico (NAL) 20 55,6%
Trimetoprim-Sulfametoxazol (SXT) 15 41,7%
Cloranfenicol (CHL) 6 16,7%

Os isolados de coelho foram os que apresentaram uma maior diversidade de
resisténcias. As resisténcias aos antibioticos estreptomicina, tetraciclina e ampicilina
foram as mais detectadas (Tabela 16). No entanto, foi também nesta origem que
surgiram um maior nimero de isolados sem resisténcias. Dos 9 isolados de coelho que
ndo apresentaram resisténcias, 6 pertenciam ao serétipo S. Havana e os restantes 3 a S.
Enteritidis.

Os dois isolados pertencentes ao serétipo S. Derby, apresentaram o mesmo perfil
de resisténcia a antibidticos (TET+STR). Por outro lado, todos os isolados de S. Rissen

apresentaram resisténcia a AMP, STR e SXT enquanto que, todos os isolados de S.
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Typhimurium foram resistentes a AMP, STR e CHL. Os isolados de S. Enteritidis por

sua vez, apenas apresentaram em comum a resisténcia a NAL.

Tabela 16 — Resisténcias a antibiéticos detectadas nos isolados de coelho selvagem (n° de isolados = 39).

Antibidticos N.° de resisténcias % de resisténcias
Sem resisténcias 9 23,1%
Amoxicilina + acido clavulanico (AMC) 1 2,56%
Ampicilina (AMP) 20 51,3%
Gentamicina (GEN) 1 2,56%
Tetraciclina (TET) 21 53,8%
Amicacina (AK) 1 2,56%
Estreptomicina (STR) 23 59%
Acido nalidixico (NAL) 10 25,6%
Trimetoprim-Sulfametoxazol (SXT) 14 35,9%
Cloranfenicol (CHL) 6 15,4%

Para os isolados de avestruz, apenas foram testados 4 isolados nos quais, foram
detectadas resisténcias a 4 antibioticos (Tabela 17). A resisténcia ao acido nalidixico foi
a mais detectada.

Tabela 17 — Resisténcias a antibidticos detectadas nos isolados de avestruz.

Antibioticos N.° de resisténcias
Tetraciclina (TET) 1
Acido nalidixico (NAL)
Trimetoprim-Sulfametoxazol (SXT)
Cloranfenicol (CHL)

R P W

Depois da explicacdo dos dados resumidos nas tabelas anteriores, onde se
analisou cada uma das origens individualmente, é importante avaliar os resultados dos
antibiogramas e a relacdo dos fendtipos de resisténcia a antibidticos e 0s respectivos
serétipos, tendo em conta todos os isolados testados.

Assim, independentemente da origem, verificamos que todos os isolados
identificados como S. Typhimurium apresentaram em comum, a resisténcia a ampicilina
e ao cloranfenicol. Também a resisténcia a estreptomicina esteve presente na maioria
dos isolados deste serotipo uma vez que, apenas 3 dos isolados S. Typhimurium de

javali ndo apresntaram esta resisténcia.
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Com a analise dos resultados obtidos verificamos, a excep¢do dos isolados de
coelho, que todos os pertencentes ao serdtipo S. Rissen apresentaram resisténcia a
tetraciclina. Os isolados pertencentes a esse mesmo serétipo, apresentaram ainda,
resisténcia a ampicilina em mais de 90%. No entanto, verificamos que nenhum desses
isolados apresentou resisténcia ao cloranfenicol.

Relativamente ao isolados pertencentes ao serdtipo S. Enteritidis, verificamos
que todos apresentaram resisténcia ao &cido nalidixico. Por sua vez, nos isolados de S.
Havana, verificamos que apenas um dos isolados apresentou resisténcia a mais do que
um antibiotico.

A Tabela 18 relaciona os serdtipos de Salmonella com os fendtipos de
resisténcia, a origem e o numero de isolados, para desta forma termos uma melhor e

mais facil visualizagdo dos resultados atras descritos.
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Tabela 18 - Fenétipos de resisténcia a antibidticos e a relagdo com os ser6tipos de Salmonella e a

origem dos isolados.

Serdtipos Fendtipo de resisténcia Origem e nimero de isolados
Javali Bisaro Coelho

TET 1 - -
AMP-TET 1 - -
TET-SXT 1 - -
AMP-TET-STR 1 - -
AMP-TET-SXT 2 3 -
AMP-STR-SXT - - 1
S. Rissen AMP-TET-STR-SXT 1 6 9
AMP-TET-NAL-SXT - 1 -
(n =30) AMC-AMP-TET-STR-SXT - - 1
AMP-GEN-TET-STR-SXT - - 1
AMP-TET-STR-NAL-SXT - 1 -
AMP-CHL 3 - -
AMP-STR-CHL 6 - 1
AMP-TET-STR-CHL 6 3 2
S.Typhimurium ~ AMP-STR-SXT-CHL 1 - -
AMP-TET-AK-STR-CHL - - 1
(n = 26) AMP-TET-STR-NAL-CHL - - 1
AMP-TET-STR-SXT-CHL - 1 1
NAL - 8 4
STR-NAL - - 2
AMP-TET-NAL - 1 -
S. Enteritidis TET-NAL-SXT l 1 l
AMP-TET-NAL-SXT - 2 1
(n=24) AMP-TET-S-NAL-CHL - 2 -
Sem resisténcias - - 3
S. Havana NAL - 4 2
AMP-TET-STR-SXT - - 1
(n=16) Sem resisténcias - 3 6
S. Derby TET-STR - - 2

Legenda: ampicilina (AMP); amoxicilina + &cido clavulanico (AMC); cefoxitina (CTX); cefoxitin
(FOX); ceftazidima (CAZ); aztreonam (AZT); imipenemo (IMP); gentamicina (GEN); amicacina (AK);
tobramicina (TOB); estreptomicina (STR); acido nalidixico (NAL); ciprofloxacina (CIP); trimetoprim-
sulfametoxazol (SXT); tetraciclina (TET) e cloranfenicol (CHL).
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Depois de concluido o estudo de resisténcia aos antibioticos, extraimos DNA
dos varios isolados para de seguida, realizarmos o estudo dos genes responsaveis por
essas mesmas resisténcias recorrendo, para tal, a técnica da PCR. Tal estudo, sé foi
possivel gracas ao protocolo estabelecido com a Universidade de La Rioja, na Espanha.

Para os isolados que apresentaram resisténcia a ampicilina, foram testados os
genes do tipo blaspy, blaoxa, blatem, blactx.i. Todos os isolados foram negativos para
estes testes, tal como podemos observar pela figura 6, com os resultados para o teste do
gene blagxa onde, se verifica que as nossas estirpes sdo negativas e apenas o marcador e

a estirpe positiva sao visiveis.

5|

Figura 6 — Electroforese em gel de agarose dos produtos de PCR dos genes blapgxa.
(Legenda: M _ Marcador de peso molecular; + _ Controlo positivo)

Os genes tetA e tetB foram testados para os isolados resistentes a tetraciclina. Os
resultados obtidos estdo apresentados na tabela 19 através da qual, podemos verificar
que nenhum dos isolados apresentou o gene tetB. Por sua vez, 0 gene tetA apenas se

encontrou presente nos isolados pertencentes ao serétipo S. Rissen.

51



Tabela 19 — Relacéo entre a resisténcia a tetraciclina e a presenca dos genes tetA e tetB.

Origem Seroétipos N.° de isolados
TET" tetA tetB
Javali S. Typhimurium 5 0 0
S. Rissen 6 4 0
Porco Bisaro S. Typhimurium 3 0 0
S. Rissen 10 5 0
S. Enteritidis 5 0 0
Coelho selvagem  S. Typhimurium 5 0 0
S. Rissen 11 2 0
S. Enteritidis 1 0 0
S. Derby 0 0
S. Havana 1 0 0

Os genes aac (3°)-1 e aac (3”)-1l sdo responsaveis por conferir resisténcia a
gentamicina. Assim, estes genes foram testados apenas para um dos nossos isolados
uma vez que apenas C15(1) apresentou resisténcia a este antibidtico. O resultado foi

negativo para ambos os genes, tal como podemos observar na figura 7.

Figura 7 — Electroforese em gel de agarose dos produtos de PCR dos genes aac (3°)-1 e aac (3°)-11.
(Legenda: 1_ Marcador de peso molecular; 2 e 5 _ C15(1); 3 e 6 _ Controlo positivo; 4 e 7_ Controlo
negativo )

Por sua vez, gene aadA é responsavel pela resisténcia a estreptomicina. Assim,
verificamos a presenca deste gene para todos 0s nossos isolados com resisténcia a este
antibidtico. Tal como € possivel verificar pelos resultados expostos na Tabela 20, 63,8%

dos isolados STR' surgiram positivos a este gene.
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Tabela 20 — Relacéo entre a resisténcia a estreptomicina e a presenca do gene aadA.

Origem Serdtipo N.° de isolados
STR' aadA
Javali S. Typhimurium 11 10
S. Rissen 2 2
Porco Bisaro S. Typhimurium 3 2
S. Rissen 6 6
S. Enteritidis 2 1
Coelho selvagem S. Typhimurium 6 2
S. Rissen 12 5
S. Enteritidis 2 1
S. Derby 2 0
S. Havana 1 1

A presenca do gene sull foi testada para todos os isolados resistentes ao

sulfametoxazol-trimetoprim. Verificamos que 60,6% dos isolados resistentes ao

antibiotico referido apresentaram o gene sull. Verificamos ainda que, os isolados que

apresentaram o gene sull apresentaram gacEA1F/sulR (Tabela 21).

Tabela 21 - Relacéo

gacEAF/sulR.

entre a resisténcia ao sulfametoxazol-trimetoprim e a presenca dos genes sull e

Origem Seroétipo N.° de isolados
SXT' sull gacEAF/sulR

Javali S. Typhimurium 1 1 1
S. Rissen 4

Porco Bisaro S. Typhimurium 1 1 1
S. Rissen 10 9 9
S. Enteritidis 2 1 1

Coelho selvagem  S. Typhimurium 1 4 4
S. Rissen 12 0 0
S. Enteritidis 1 0 0
S. Havana 1 0 0

Para além do gene sull, foram também testados os integrdes do tipo 1 e 2, as

regibes variaveis Intll e as regides variaveis Intll/aadA para todos os isolados com

resisténcia ao sulfametoxazol-trimetoprim. Em nenhum dos 33 isolados com resisténcia

53



a este antibidtico, se detectou o integrdo do tipo 2. No entanto, o Intl1 foi detectado em
75,8% desses isolados. Podemos salientar que todos os isolados de javali SXT'
apresentaram o integrdo do tipol.

Na Tabela 22, foram registados os resultados referentes as regifes variaveis. Tal
como seria de esperar, uma vez que se verificou a auséncia de integrdo do tipo 2 nos
isolados em estudo, todos os isolados foram negativos para regido variavel Intl2.

Por sua vez, a regido variavel Intll, foi testada para todos os isolados resistentes
ao sulfametoxazol-trimetoprim e, verificamos a sua presenca nos isolados positivos para
Intl apenas com excepcdo de 4 isolados de coelho selvagem (3 S. Rissen e 1 S.
Enteritidis) em que, apesar de positivos para Intl1, revelaram-se negativos para a regiao
varidvel. Dos 20 isolados com regido variavel Intll, verificamos que apenas 30%
apresentaram integréo duplo.

Tabela 22 — Relacéo entre a resisténcia ao sulfametoxazol-trimetoprim e a presenca do integrdo 1 e o

tipo de regido variavel.

Origem Serdtipo N.° de isolados
Regido variavel Intll Regido variavel Intll/aadA
SXT" Intll Integrdo  1200pb Neg aadA  aadA/dfA  Neg.
duplo
Javali S. Typhimurium 1 1 1 0 0 1 0 0
S. Rissen 4 4 1 2 1 1 1 2
Porco S. Typhimurium 1 1 1 0 0 1 0 0
Bisaro S. Rissen 10 8 1 7 2 7 3 0
S. Enteritidis 2 1 1 0 1 1 0 1
Coelho S. Typhimurium 1 0 0 0 1 0 0 0
Selvagem  S. Rissen 12 8 0 5 7 3 2 7
S. Enteritidis 1 1 1 0 0 1 0 0
S. Havana 1 1 0 0 1 1 0 0

Escolhemos 14 isolados para analise monodimensional através de SDS-PAGE
(Tabela 23). Pretendemos desta forma comparar isolados com origem, serétipo e perfil
de resisténcia iguais, isolados de origens diferentes, igual serotipo e perfil de resisténcia

e, isolados da mesma origem mas com serotipo e perfil de resisténcia distintas.
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Tabela 23 - Perfis de resisténcia de Salmonella sp. nas diferentes amostras estudadas (Legenda: nd-

N&o determinado).

Poco Isolado Serotipo Perfil de Resisténcia
1 J27 (1) S. Typhimurium AMP; TE; S; C
2 J32 (2) S. Typhimurium AMP; TE; S; C
3 C71(1) S. Typhimurium AMP; TE; S; C
4 140 (a) S. Typhimurium AMP; TE; S; C
5 B16 (1) S. Typhimurium AMP; TE; S; C
6 B20 (2) S. Enteritidis AMP; TE; S; NAL; C
7 B29 (2) S. Rissen AMP; TE; S; NAL; SXT
8 J45 (1) S. Rissen AMP; TE; SXT
9 B1 (1) S. Enteritidis AMP; TE; NAL; SXT
10 AVT14 (1) n.d. TE; SXT
11 C12 (1) S. Rissen AMC; AMP; TE; S; SXT
12 C16 (1) S. Typhimurium AMP; TE; AK; S; C
13 C40 (2) S. Typhimurium AMP; S; C
14 Marcador
15 157 (c) S. Enteritidis TOB; S

Através da andlise electroforética, verificamos que os isolados com perfis de
resisténcia distintos conferem ao nivel da SDS-PAGE, bandas diferentes. Pelo contrério,
os isolados pertencentes a diferentes origens mas perfis de resisténcia iguais apresentam
perfis de bandas iguais. Esta comparacdo de perfis de bandas pode ser visualizada

atraves da figura 8.
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Figura 8 — Gel de SDS-PAGE dos extractos proteicos totais de Salmonella sp.
(Legenda: 1-J27(1); 2-332(2); 3-C71(1); 4-140(a); 5-B16(1); 6-B20(2); 7-B29(2); 8-J45(1); 9-B1(1);
10-AVT14(1); 11-C12(1); 12-C16(1); 13-C40(2); 14- Marcador; 15-157(c).)
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Assim, observando a imagem pode-se constatar que 0s cinco primeiros perfis de
resisténcia sdo iguais e correspondem a isolados que apesar de diferentes origens, sdo
pertencentes ao mesmo ser6tipo e com o mesmo perfil de resisténcia. Prova-se desta
forma que o perfil de bandas ndo sdo influenciados pela origem.

Nos restantes pocos foram colocadas amostras das varias origens que,
apresentavam serotipos e perfis de resisténcia distintos. O resultado foram bandas
distintas sendo que umas apresentavam mais ou menos diferencas em relagdo as outras.

Desta forma, podemos afirmar que a analise electroforética é considerada uma
ferramenta complementar para a diferenciacdo de estirpes uma vez que, através deste
estudo se confirma que, com a electroforese SDS-PAGE é possivel a distincdo de

estirpes que apresentam diferentes perfis de resisténcia.
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Capitulo 5 - Discussao

O Centro de Controlo de Doencas (CDC) nos EUA verificou que, das doengas
transmitidas por alimentos causadas por bactérias patogénicas durante o periodo de
1973 a 1987, Salmonella sp. foi responséavel por 42,3% dos surtos (Bean and Griffin,
1990). Por sua vez, em 1999, ficou registado que esta mesma bactéria era responsavel
por 51,3% dos surtos (Bean e Griffin, 1990). Mais tarde em 2005, nos Estados Unidos
da América, verificou que mais de 50% de infeccOes alimentares provocadas por
Salmonella sendo o serétipo Typhimurium responsavel pela maior percentagem dos
surtos (CDC, 2006). A respeito da mortalidade, estima-se ainda que em média 65
pessoas morrem, directa ou indirectamente desta infeccdo anualmente (Berends et al.,
1998). O nosso pais ndo € excepcdo, tendo-se constatado que, entre 1992 e 2001,
Salmonella sp. foi o principal responsavel pelos surtos e casos de toxi-infeccdes
alimentares (Novais, 2003).

Podemos afirmar que este trabalho por utilizar estirpes isoladas de animais
selvagens, € inovador. Por sua vez, testes para animais de consumo realizam-se com
frequéncia em todo o mundo, verificando a presenca de Salmonella sp. numa grande
percentagem de isolados (Wegener et al., 1994; Baggesen et al., 1996; Berends et al.,
1998). Uma vez que, os animais selvagens ndo estdo em contacto directo com o0s
antibidticos, seria de esperar que as nossas estirpes apresentassem uma baixa resisténcia
a esses mesmos antibidticos. No entanto, a excepcdo dos isolados de avestruz, as
restantes origens testadas apresentaram uma percentagem bastante elevada em relacao
ao apontado na bibliografia referente a estudos com animais de consumo.

Nesta investigacdo, foram analisadas 77 amostras fecais de javali, 77 amostras
fecais de coelho, 35 amostras fecais de porco bisaro e 54 amostras fecais de avestruz.
As amostras de porco bisaro foram as que apresentaram uma maior presenca de
Salmonella sp. uma vez que, das 35 amostras analisadas, 85,7% resultaram positivas.
De seguida seguiram-se as amostras de coelho selvagem e javali, com percentagens de
positividade de 49,4% e 22,1%, respectivamente. Finalmente, as amostras de avestruz
apresentaram um resultado bastante afastado das restantes origens estudadas uma vez
que, apenas foi detectada Salmonella em 3 amostras de avestruz.

Em estudos realizados com suinos abatidos para consumo em 2001, por Davies
et al. e Sorensen et al. evidenciaram o isolamento de Salmonella sp. em 35 e 23% das

amostras fecais analisadas, respectivamente. Um cenario semelhante foi também
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verificado por Castagna et al. (2004), que detectou Salmonella em 61% das amostras
fecais de suinos analisadas. Mais tarde, em 2006, o cenario foi também semelhante
onde, 27,7% das amostras fecais analisadas de porcos para consumo, revelou presenca
de Salmonella (Vieira-Pinto, 2006).

Por sua vez, estudos idénticos realizados com frangos de consumo, revelaram
igualmente, taxas elevadas de presenca de Salmonella superando os 50%, considerando-
se improprios para consumo (Tirolli and Costa, 2006). Nos estudos realizados em
Espanha por Capita et al. (2003) e, no Brasil por Almeida et al. (2000), também com
frangos de consumo registaram-se taxas de positividade de 55% e 86,7%,
respectivamente.

Segundo Vieira-Pinto (2006), a identificacdo dos ser6tipos dos isolados de
Salmonella sp. é fundamental para conhecer o potencial impacto ndo s, na salde
publica mas, também, animal uma vez que o grau de patogenicidade é variavel entre
serétipos. Além disso, permite estabelecer comparacdes entre os diferentes serotipos
detectados neste trabalho e os identificados nos casos de toxi-infec¢des alimentares.

Na nossa investigacdo foram detectados 5 serétipos distintos: S. Typhimurium,
S. Rissen, S. Enteritidis, S. Havana e S. Derby. Tendo em conta as diferentes origens
(javali, porco bisaro e coelho bravo) verificou-se que, apenas 0s serotipos S. Rissen e S.
Typhimurium, foram detectados em todas. Por sua vez, os ser6tipo S. Enteritidis e S.
Havana, surgiram nos isolados de porco bisaro e coelho bravo.

Salmonella Derby, é considerado por diversos autores como um serotipo muito
isolado em suinos (Davies et al., 1999). No entanto, no nosso trabalho, os Unicos 2
isolados pertencentes a este serétipo, foram isolados a partir de amostras fecais de
coelho.

Nos isolados de javali, divididos entre apenas dois ser6tipos, Salmonella
Typhimurium representou o serétipo mais identificado. Este sero6tipo é considerado por
varios autores como o serétipo de origem alimentar que se encontra com maior
frequéncia em amostras de suinos, em todo o mundo (Jay, 2000; Olsen et al. 2001,
Mukesh & Mukesh, 2002). Também em Portugal, segundo Machado et al. (1999), este
foi considerado o ser6tipo mais identificado em amostras de suinos.

No entanto, analisando os isolados numa visdo global, S. Rissen foi o serétipo
mais identificado contrariando, tal como foi j& referido atras, varios autores que
descrevem S. Typhimurium como o serotipo mais detectado em suinos (Davies et al.,

2000; Giovannacci et al., 2001; Castagna et al., 2004) ao contrario da ocorréncia de
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Salmonella Rissen que de uma forma geral, surge reduzida em varias investigacoes
(Castagna et al., 2001; Ranucci et al., 2004).

O mesmo se verificou com amostras ambientais e clinicas num estudo
semelhante realizado por Antunes et al. (2006), onde se verificou a grande
predominancia (61%) do serotipo S. Typhimurium, seguido do serétipo S. Enteritidis
surgindo o serétipo S.Rissen em apenas 9% dos casos.

Por sua vez, num estudo semelhante utilizando alimentos, S. Enteritidis foi
considerado o segundo serétipo mais detectado (Landgraft & Franco, 1996).
Actualmente, na Europa este é o principal ser6tipo isolado em produtos avicolas e
amostras clinicas de pacientes com gastroenterites devido a surtos alimentares (Capita et
al. 2000; Olsen et al. 2001).

Analisando os resultados da serotipificacdo tendo em conta os dados de natureza
epidemioldgica, verificAmos que os isolados positivos correspondentes a um mesmo
animal apresentaram sempre o mesmo serotipo de Salmonella sp., 0 que nos levou a
concluir que estivessem afectados pela mesma estirpe. Tal, s6 nao foi verificado para os
isolados de porco bisaro B30(1) e B30(2) que, embora pertencentes ao mesmo animal o
primeiro pertence ao ser6tipo S. Typhimurium e o segundo a S. Rissen e, nos isolados
de coelho selvagem C41(1) e C41(2) pertencentes a S. Typhimurium e S. Rissen,
respectivamente.

Foi possivel estabelecer uma relacdo entre os diferentes serdtipos detectados e a
resisténcia a determinados antibioticos. A resisténcia a ampicilina, cloranfenicol e
estreptomicina foi detectada em todos os isolados pertencentes ao serotipo S.
Typhimurium. Por sua vez, o ser6tipo S. Rissen apresentou sempre resisténcia a
ampicilina e a tetraciclina embora nunca ao cloranfenicol. Algumas das relacdes
verificadas no nosso estudo foram, também, detectadas na investigacdo de Fernandéz
(2006) onde, se verificou que os isolados pertencentes ao serétipo S. Typhimurium
apresentaram sempre resisténcia a estreptomicina e ao cloranfenicol enquanto que, a
resisténcia a ampicilina, foi detectada em 100% dos isolados de S. Rissen.

Tendo em conta a origem dos isolados testados neste trabalho, a presenca de
fenotipos de multirresisténcia (68,3%), foi também um ponto surpreendente nesta
investigacdo. Apenas 19, 8% dos isolados apresentou resisténcia a um Unico antibidtico
e 11,9% dos isolados ndo apresentou resisténcia a nenhum dos antibioticos. Por sua vez,
numa investigacdes realizada por Antunes et al. (2006) verificou-se que, 33% de

isolados apresentavam resisténcia a um unico antibidtico.
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E importante ter em conta que S. Typhimurium é considerado o serétipo mais
virulento tanto para o ser humano como para 0s animais e, 0 que apresenta maior taxa
de resisténcia (Botteldoorn et al., 2004). No nosso estudo, S. Rissen e S. Typhimurium
apresentaram uma elevada taxa de resisténcias a antibidticos apresentando perfis de
multirresisténcia e, verificando-se que todos os isolados pertencentes a estes dois
serétipos apresentaram resisténcia a pelo menos um dos antibidticos testados.

Este resultado ndo é totalmente inesperado, pois a multirresisténcia tem sido
apresentada em alguns serotipos de Salmonella como S. Typhimurium (Ribot et al.,
2002) e S. Enteritidis (Cardoso et al., 2006).

Apesar de nenhum dos isolados ter apresentado resisténcia a B-lactamicos (a
excepcao de C12(1) que, apresentou resisténcia a AMC), utilizou-se a técnica da PCR
para analisar a presenca de genes de P-lactamases do tipo TEM, SHV e OXA. No
entanto, os resultados destes testes resultaram negativos para todos os isolados testados.
O inverso foi verificado num estudo em que, uma elevada percentagem das estirpes
apresentavam o gene TEM e, por sua vez, o gene SHV foi identificado em 11,1% das
estirpes analisadas (Fernandez, 2006).

A resisténcia a ampicilina foi verificada num elevado ndmero dos isolados
analisados uma vez que, esta resisténcia foi revelada em 60,4% dos isolados testados.
Delicato et al. (2004), investigou o perfil de resisténcia a antimicrobianos de estirpes de
Salmonella isoladas de infeccbes humanas, sendo que a maior percentagem (85,7%) de
resisténcia foi observada em relacdo a ampicilina.

A elevada resisténcia a ampicilina foi também registada noutros estudos
semelhantes em que, a resisténcia a este antibidtico foi registada em 67,3% (Bokany et
al., 1990) e 86,2% (Cortez et al., 2006) dos isolados de Salmonella sp. de aves.

No nosso trabalho, a resisténcia ao &cido nalidixico foi verificada em trinta e trés
(32,4%) isolados. Esta resisténcia ao acido nalidixico tem sido observada por outros
autores (Mayrhofer et al., 2004; Antunes et al., 2003; Calixto et al., 2002). No entanto,
Carraminéna et al. (2004), Fernandes et al. (2003) e Oliveira et al. (2005) verificaram
mais de 90% de sensibilidade ao acido nalidixico de Salmonella isolada de animais de
consumo e humanos.

A resisténcia a tetraciclina foi verificada para todos os isolados das diferentes
origens testadas e com elevada percentagem (54,5%). Num outro estudo semelhante,
utilizando isolados de Salmonella de suinos, a resisténcia a tetraciclina (37,4%) foi a

segunda resisténcia mais detectada (Castagna et al., 2001). Percentagens ainda mais
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elevadas, foram verificadas num estudo realizado com frangos (Rezende et al., 2005) e
com aves (Cortez et al., 2006) em que, a resisténcia a este antibiotico foi detectada em
84,2% e 72,4% dos isolados, respectivamente.

Em estudos anteriores, tanto em animais de companhia como animais selvagens,
foram descritos como predominantes na resisténcia a tetraciclina, os genes tet (Costa et
al., 2007; Costa et al., 2008). Desta forma, na nossa investigacédo, para todos os isolados
com resisténcia a tetraciclina, foram testados 0s genes tetA e tetB. No entanto, nenhum
dos isolados apresentou 0 gene tetB enquanto que, 0 gene tetA apenas Se encontrou
presente nos isolados pertencentes ao serotipo S. Rissen.

Segundo alguns autores existem 8 genes tet sequenciados (Schwarz et al., 2001).
Desta forma, e tendo em conta os resultados descritos para além dos dois genes
analisados, deveriamos analisar os restantes genes tet. Devido a falta de tempo, foi-nos
impossivel testar todos os genes. Numa investigacdo levada a cabo por Fernandéz
(2006) foram testados os genes tetC e tetD nos isolados com resisténcia a tetraciclina.

Relativamente a resisténcia a estreptomicina, esta foi registada em 51,5% dos
isolados testados, contrariando desta forma o verificado em investiga¢cGes com suinos
em que, apenas 14,1% dos isolados de Salmonella apresentaram resisténcia a este
antibidtico (Castagna et al., 2001). O mesmo foi verificado, numa investigacdo com
frangos em que esta mesma percentagem ndo foi além dos 5,3% (Rezende et al.,2005).

Para os isolados resisténcia a estreptomicina, foi testado a presenga do gene
aadA. Verificou-se que dos isolados resistentes a estreptomicina, 63,8% apresentaram o
gene aadA. Em investigacdes recentes com animais de consumo e humanos, verificou-
se que o gene aadA conferia resisténcia a estreptomicina, de tal forma que surgiu numa
percentagem bastante elevada (83,33%) (Fernandez, 1., 2006).

Por sua vez, a resisténcia ao cloranfenicol também foi verificada neste trabalho
numa percentagem de 28,7%. Uma percentagem um pouco mais inferior (16,1%), foi
registada numa investigacdo de Castagna et al. (2001) em isolados de suinos. Por sua
vez, num estudo de Cortez et al. (2006), verificou-se para estas bactérias, uma
percentagem de resisténcia proximo dos 50% em amostras com aves enquanto gque, mais
recentemente, esta resisténcia foi a mais detectada, em 94,1% dos isolados testados
(Conceicgéo et al., 2007).

A presenca de resisténcia a gentamicina apenas foi verificada no isolado de
coelho selvagem identificado como C15(1). Esta baixa incidéncia foi também verificada

noutro estudo onde, 96,5% das amostras de aves apresentaram sensibilidade a
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gentamicina (Cortez et al., 2006). Santos et al. (2000), numa pesquisa de Salmonella sp.
em amostras de carcacas de frango congeladas, verificaram também uma baixa
resisténcia a este antibidtico.

A resisténcia ao sulfametoxazol-trimetoprim foi registada em 35,6% dos
isolados testados sendo, por isso, a quarta resisténcia mais detectada neste trabalho. Em
investigacOes realizadas em animais de consumo e humanos saudaveis, a percentagem
de resisténcia a esse mesmo antibiotico foi de 47% (Riafio et al., 2006). Por sua vez
num outro estudo de Antunes et al. (2006), realizado com amostras alimentares, de
clinica e do ambiente, a resisténcia ao SXT foi verificada em 24% dos isolados.

A resisténcia ao SXT associada a resisténcia a ampicilina e tetraciclina foi a
mais prevalente neste estudo, sendo a resisténcia a estreptomicina e ao cloranfenicol as
gue menos surgiram nos nossos isolados resistentes ao SXT. Num estudo semelhante, a
resisténcia a SXT surge na sua maioria associada a resisténcia a ampicilina, tetraciclina
e estreptomicina (Antunes et al., 2006). Por sua vez, na investigacdo de Peirano (2005),
a resisténcia ao SXT surgiu associada a estreptomicina, tetraciclina, cloranfenicol e
acido nalidixico.

No nosso trabalho, a relacdo entre a resisténcia ao SXT e a presenca do gene
sull, foi sempre entre 90 e 100%. No trabalho de Fernandez (2006), com isolados de
animais de consumo e humanos, essa relacdo foi de 88,8%. No entanto, outros estudos
realizados revelam que a resisténcia ao SXT é mediada pelos genes sul2 e sul3 (Peirano,
2005).

Tal como ja foi referido anteriormente, a localizacdo de genes de resisténcia em
elementos genéticos moveis torna possivel a transmissdo de resisténcia entre bactérias.
Os integrdes sdo um tipo de elemento genético dinamico de especial importancia.

Assim, analisou-se através da PCR a sequéncia de genes de integrdes do tipo 1 e
do tipo 2. De seguida, para assegurar a presen¢a ou ndo dos integrées procedeu-se a
amplificacdo das regides variaveis.

No nosso trabalho, o Intl1 foi detectado em 75,8% desses isolados ao contrario
do integrdo do tipo 2 que ndo foi detectado em nenhum dos isolados testados. Como é
evidente, verificamos a auséncia da regido variavel Intl2.

Os testes a nivel da protedmica sdo considerados por alguns autores, quando se
pretende provar a relacdo entre o genoma dos microrganismos analisando os perfis

proteicos representativos das caracteristicas fenotipicas (Hook et al., 1991).
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Neste trabalho, verificamos que os isolados com diferentes perfis de resisténcia
conferem ao nivel da SDS-PAGE, bandas marcadamente distintas. Por outro lado, 0s
isolados de origem distintas e perfis de resisténcia iguais também foram comparados e,
verificamos que estes apresentam perfis de bandas iguais. Em estudos realizados
anteriormente, os resultados indicam tal como neste trabalho que, através da anéalise dos
perfis proteicos € possivel verificar quais as espécies mais proximas ou mais afastadas
umas em relacdo as outras (Hook et al., 1991).

Apesar de este tipo de metodologia em Salmonella isolada de animais selvagens,
ser pioneiro, existem ja varios trabalhos publicados sobre investigacGes realizadas com
esta técnica. Foram ja varios os autores que, analisaram as resisténcias a antibidticos
através do estudo de proteomas, diferenciando as suas caracteristicas recorrendo a
técnica de electroforese (Merquior et al., 1991; Miranda et al., 1991; Giard et al., 2001)

Por exemplo, num estudo de Martinez and Collins (1991), onde se pretendia
distinguir diferentes espécies de Enterococcus, recorreu-se a protedmica e foi possivel
verificar as diferencas entre elas e inclusive, considerar a espécie E. faecium como a
mais afastada das restantes espécies.

Assim, podemos afirmar, tal como outros investigadores que, a protedmica é um
instrumento adicional para a caracterizacdo e distincdo entre espécies 0 que,
normalmente é dificil de diferenciar através de testes fisioldgicos (Merquior et al.,
1994).

E importante salientar que neste trabalho apenas foi efectuada electroforese
monodimensional, via SDS-PAGE. Em estudos futuros seria importante tratar estes
resultados agora obtidos ao nivel da electroforese bidimensional com sequenciacdo via
MALDI-TOF (analise protedmica).
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Capitulo 6 — Conclusdes e Perspectivas

Os resultados apresentados no decorrer deste trabalho, comprovam a presenca de
diferentes ser6tipos de Salmonella sp. em distintas origens animais e com perfis de
resisténcia a diferentes antibidticos. Além disso, os isolados apresentaram uma
diversidade de genes responsaveis por essas mesmas resisténcias.

Desta forma, no final desta investigacdo, podemos referir como principais
conclusoes:

- As amostras provenientes de porco bisaro foram as que evidenciaram um
maior numero de isolados de Salmonella sp., 0 que vai de encontro com resultados de
investigacOes anteriores com animais de consumo e domésticos.

- Apesar da presencga de Salmonella sp. ter sido pouco detectada nos isolados
de avestruz, nas restantes amostras de animais silvestres (javali e coelho selvagem)
estudadas a presenca de Salmonella foi detectada em percentagem superior a 20%.

- Nesta investigacdo foram detectados 5 ser6tipos distintos. Os resultados da
serotipificacdo sdo também um pouco preocupantes uma vez que, 0S serétipos
Salmonella Rissen e Salmonella Typhimurium, classificados como dos mais virulentos
para 0 Homem, foram os mais detectados.

- Outro dado preocupante é o facto de os isolados pertencentes a estes dois
serdtipos apresentarem uma elevada taxa de resisténcias a antibidticos evidenciando
perfis de multirresisténcia.

- Para além da colonizacdo dos animais por Salmonella sp., as estirpes
manifestaram resisténcia a varios antibidticos. O aparecimento de isolados de
Salmonella resistentes a agentes antimicrobianos é indicativo da necessidade de maior
controlo no uso desses farmacos.

- Foram detectados genes responsaveis por resisténcia a diferentes antibiéticos.
No entanto seria importante, num estudo futuro continuar com os estudo de genes para
estes isolados. Nomeadamente, poder-se-ia estudar mais genes do tipo tet e sul.

- A presenca destes genes €, responsavel pela rapida disseminacdo de
resisténcias.

- Relativamente ao estudo de integrbes, verificou-se que os isolados que

apresentam integrdes possuem resisténcia a varios antibiéticos.
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- A andlise electroforética revelou-se ferramenta indispensavel para
complementar a informacdo relativa a diferenciacdo de estirpes uma vez que, através
deste estudo, se confirma a possibilidade de distingdo de serdtipos que apresentam
perfis de resisténcia diferentes. Tal foi verificado através da andlise dos géis de
electroforese SDS-PAGE, onde foi possivel visualizar perfis proteicos nitidamente

distintos, para isolados com perfis de resisténcia diferentes.

Tendo em conta estes resultados seria importante continuar com este tipo
investigacGes uma vez que, apesar de animais selvagens, estes sdo muitas vezes cacados
para alimentacao.

Para combater este problema de multirresisténcia aos antibidticos é necessario
um esforco global e de consciencializacdo da populagdo sobre as consequéncias de
aquisicao de resisténcia dos microrganismos aos antibidticos.

Assim, torna-se importante e necessario um estudo mais profundo sobre a
resisténcia a antibidtico e sobre os mecanismos responsaveis pela sua evolugdo e
dispersdo. SO desta forma seré possivel no futuro, um controlo mais eficaz da evolugéo
da resisténcia bacteriana aos antibioticos.

No futuro, pretende-se ainda continuar com a analise dos isolados a nivel
molecular para caracterizar os mecanismos de resisténcia a antibidticos assim como
proceder a conclusdo da analise protedmica das estirpes de modo a melhor entender a
epidemiologia e consequéncias nefastas em termos de saude publica no que respeita aos
factores que afectam a ocorréncia, emergéncia e disseminacdo de resisténcias. Tais
estudos foram impossiveis de concluir para esta tese de dissertacdo de mestrado devido
a limitacdo de tempo.
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Anexo 1 — Composicdo dos meios utilizados para o isolamento de Salmonella sp.

> Agua peptonada (BPW — Buffered Peptone Water)

Composigéo:
- Digestdo enzimatica da caseina ----- 109
- Cloreto de sodio 59
- Na,HPO, . 12 H,0 99
- KH,PO, 159
- Agua 1000 ml

Procedimento:
- Dissolver os componentes em agua (Se necessario, através de calor);
- Ajustar o pH (7,0 + 0,2 a 25°C);

- Esterilizar na autoclave durante 15 minutos a 121 °C.

» Meio Semi-sélido Rappaport-Vassiliadis (MSRV)

Composicéo:
- Triptose 4,59 g/l
- Hidrolisado de caseina 4,59 g/l
- Cloreto de sddio 7,34 g/l
- Dihidrogeno-fosfato de potéassio ----------- 1,47 g/l
- Cloreto de magnésio anidro --------------- 10,93 g/l
- Verde de malaquita 0,037 g/l
- Agar 2,7 g/l

Procedimento:
- Para 500 ml de agua destilada, pesar 15,8 gramas de meio;
- Colocar em banho de agua a ferver até o meio de cultura de se dissolver

completamente.
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> Xilose Lysine Desoxycholate (XLD)

Composicéo:
- Extracto de levedura em po 39
- Cloreto de sodio 50
- Xilose 3,759
- Lactose 7549
- Sacarose 7159
- Hydrocloridrato de L-lysina 50
- Tiosulfato de sddio 6,80
- Citrato de amonio e ferro (I1l) ---------------- 0,89
- Vermelho de fenol 0,08 g
- Desoxicolato de sédio 109
- Agar de9al8g
- Agua 1000 ml

Procedimento:
- Dissolver o p6 em agua através de aguecimento, com agitacdo frequente, até o meio
comecar a ferver. Evitar o sobreaquecimento;

- Colocar em banho-maria até a distribui¢do do meio pelas placas.

> Hektoen

Composicéo:
- Peptone 15 g/l
- Cloreto de sédio 59/
- Extracto de levedura ------------------ 39/l
- Sacarose 14 g/l
- Lactose 14 g/l
- Salicina 2 g/l
- Tiosulfato sédico 59/l

- Mistura de sais biliares --------------- 2 g/l
- Azul de bromotimol -------------- 0,05 g/l
- Fucsina acida 0,08 g/l
- Agér 13,59/l




Procedimento:
- Para 1 litro de 4gua destilada pesar 75 gramas de meio;
- Deixar repousar durante 10 minutos;

- Dissolver, aquecendo o meio em banho maria de agua a ferver.

> Solucdo de novobiocina

Composigéo:
- Sal sodico de Novobiocina 0,04 g
- Agua 5mi

Procedimento:
- Dissolver em agua e esterilizar por filtracao;

- O armazenamento pode ser de 4 semanas a 3°C + 2°C.
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Anexo 2 — Composicado das provas bioquimicas

» Lisina
Composigéo:

- Mono-Hydrocloridrato de L-lysina----- 5¢

- Extracto de levedura 30
- Glucose 19
- Vermelho de bromocresol -------- 0,015¢
- Agua 1000 ml

Procedimento:
- Colocar 5 ml de &gua destilada em cada um dos tubos;
- Colocar uma pastilha de lisina em cada um dos tubos;
- Levar a esterilizar na autoclave a 121°C durante 15 minutos;

- Identificar os tubos

> -Indol

Procedimento:
- Para 1 litro de agua destilada dissolver 1,35 g do meio em po;
- Dissolver sem utilizar a accéo do calor;
- Distribuir 3 ml por cada tubo esterilizado;

- Identificar os tubos

> Ureia (culmited 413822)

Composicéo:
- Ureia 20,0 g/l
- Extrato de levedura------------------ 0,14/

- Dihidrogenio fosfato de potéssio-- 9,1 g/l
- Vermelho de fenol 0,01 g/l
- Dihidrogénio fosfato de sodio ----- 9,19/l

Procedimento:
- Para 1 litro de &gua destilada dissolver 38,7 g do meio em po;

- Distribuir 3 ml em tubos de tampa de rosca e esterilizados;
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- Esterilizar por calor himido no autoclave durante 15 minutos a 121°C;

- Identificar os tubos

> TSI (Triple Sugar Iron) (Oxoid CM277)

Composicéo:

- Bacto extracto de carne de boi----- 3,00/

- Bacto extracto de levedira---------- 3,00/
- Bacto peptona 15,0 g/l
- Proteose peptona 5,00/l
- Bacto dextrose 1,0 g/l
- Bacto dextrose 1,09/l
- Bacto lactose 10,0 g/I
- Sulfato de ferro 0,29/l
- NaCl 5,00/l
- Tiossulfato de s6dio ----------------- 0,39/
- Vermelho de fenol---------------- 0,024 g/
- Agar 12,0 g/l

Procedimento:
- Para 1 litro de agua destilada dissolver 65 g do meio em po;
- Distribuir 3 ml em tubos de tampa de rosca e esterilizados;
- Esterilizar por calor himido no autoclave durante 15 minutos a 121°C;

- Identificar os tubos
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Anexo 3 — Composicdo dos meios para testar a resisténcia a antibioticos

> Meio de BHI ( Brain Heart Infusion) (Oxoid CM 225)

Composigéo:
- Cérebro de boi 200 g/l
- Carne e coragéo 250 g/l
- Peptona proteose 10 g/l
- Bacto-dextrose 2,09/l
- Cloreto de so6dio 5,00/l
- Fosfato de s6dio 2,509/l

Procedimento:
- Para 1 litro de &gua destilada dissolver 37,09 de BHI;
- Distribuir 3 ml em tubos de tampa de rosca e esterilizados;
- Esterilizar por calor himido no autoclave durante 15 minutos a 121°C;
- Identificar os tubos

» Brain Hert Infusion (BHI) agar (Difco)

Composigéo:
- Cérebro de boi 200 g/l
- Carne e coragdo 250 g/l
- Peptona proteose 10 g/l
- Bacto-dextrose 2,09/l
- Cloreto de sddio 5,009/l
- Fosfato de s6dio 2,509/l

Procedimento:
- Para 1 litro de &gua destilada dissolver 52,0 g do meio;
- Esterilizar por calor himido no autoclave durante 15 minutos a 121°C;
- Distribuir o meio em placas de Petri esterilizadas na camara de fluxo laminar;

- Identificar as placas.
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> Soro fisioldgico

Composicéo:
- NaCl 7,09/l
- Agua destilada 1000ml

Procedimento:
- Para 1 litro de agua destilada dissolver 7 g de NaCl;
- Distribuir 3 ml em tubos de tampa de rosca e esterilizados;
- Esterilizar por calor himido no autoclave durante 15 minutos a 121°C;

- Identificar os tubos.

» Agar Mueller- Hinton difco, (Oxoid CM 337)

Composigéo:

- Infusdo de carne desidratada---- 300,0 g/l

- Hidrolizado de caseina------------- 17,5 g/l
- Amido 1,59/
- Agar 17,0 g/l

Procedimento:
- Para 1 litro de &gua destilada dissolver 38,0 g de Mueller-Hinton;
- Aguecer em banho-maria até entrar em ebulicdo durante um minuto;
- Esterilizar no autoclave durante 15 minutos a 121°C;
- Distribuir o meio em placas de Petri esterilizadas na camara de fluxo laminar;

- Identificar as placas.

» Meio de leite desidratado (Difro) — Utilizado para guardar as estirpes congeladas.

Procedimento:
- Para 100 ml de agua destilada, pesar 10 g de po;
- Aguecer no microondas;
- Distribuir pelos tubos (2 ml em cada);
- Colocar as tampas sem fechar completamente;
- Autoclavar durante 10 minutos a 121°C;

- Fechar os tubos.
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Anexo 4 — Tabelas de resultados relativo ao teste de sensibilidade e resisténcia ao antibiéticos.

Tabela 1 — Tabela de resultados para os isolados de javali relativo ao teste de resisténcia a antibiéticos (23 isolados).

Antibidticos
Origem
J4
J4
J10
J12
J15
J15
J 27
J 27
J 30
J 30
J32
J 33
J 33
J41
J42
J44
J 45
J 47
J 53
J 57
J 58
J 58
J61

CHL

TOB STR  NAL SXT

AK

CAZ CTX AZT FOX AMP IMP CIP  GEN TET

AMC

Colonia
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Tabela 2 — Tabela de resultados para os isolados de porco bisaro relativo ao teste de resisténcia a antibiéticos (36 isolados).

Antibiéticos

Origem
B1

CHL

TOB STR  NAL SXT

AK

FOX  AMP IMP CIP  GEN TET

CTX AZT

CAZ

AMC

Coldnia

Bl

B2

B3

B4

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10
B11l
B12
B14
B16
B17
B18
B19
B19
B20
B21
B22
B23
B24
B25
B26
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(Continuagédo)
Antibidticos
Origem

B27

B27

B28

B29

B29

B30

B30

B3l

B34

CHL

TOB STR  NAL SXT

AK

FOX  AMP IMP CIP  GEN TET

CTX AZT

CAZ

AMC

Colonia

Tabela 3 — Tabela de resultados para os isolados de avestruz relativo ao teste de resisténcia a antibiéticos (5 isolados).

Antibidticos
Origem
AVT 1

CHL

TOB STR  NAL SXT

AK

AMP IMP CIP  GEN TET

FOX

CAZ CTX AZT

AMC

Colénia

1
2
2
1
2

AVT 1

AVT7

AVT 14

AVT 14
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Tabela 4 — Tabela de resultados para os isolados de coelho selvagem relativo ao teste de resisténcia a antibiéticos (40 isolados).

Antibiéticos

Origem
C2

CHL

TOB STR  NAL SXT

AK

CAZ CTX AZT FOX AMP IMP CIP GEN TET

AMC

Colonia

C3

C5

C6

C8

C10
Cl1
C12
C13
C15
Cl6
C17
C20
C21
C22
C22
C31
C32
C34
C35
C36
C37
C38
C39
C40

94



(Continuagéo)
Antibidticos
Origem

C41

C41

C43

C45

Cca7

C49

C51

C53

C54

C56

C62

Ccé4

C65

C69

C71

CHL

CAZ CTX AZT FOX AMP IMP CIP GEN TET AK TOB STR  NAL SXT

AMC

Colonia
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