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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pds-Graduacao em Bioexperimentagdo
Universidade de Passo Fundo

Salmonella Gallinarum multirresistentes e formadoras de biofilmes em cascas de ovos
sao sensiveis a bacteriéfagos
Autor: Natalie Nadin Rizzo
Orientadora: Laura Beatriz Rodrigues
Passo Fundo, 31 de julho de 2017

O tifo aviario possui grande importancia econdmica em fung¢ao dos altos custos com programas
de controle, devido ao sacrificio sanitario das aves e descarte dos ovos nos incubatorios. A
Salmonella Gallinarum, ha algumas décadas, havia sido considerada erradicada em aves
comerciais no Brasil. Porém, acredita-se que, devido as falhas nos controles, como
biosseguridade, insumos, monitorias e programas sanitarios, associados aos mecanismos de
viruléncia do patdgeno, essa doenga vem reemergindo nos tltimos anos. A S. Gallinarum causa
infeccdo e manifestagdes clinicas, com alta concentragdo bacteriana nos tecidos e pode ser
transmitida vertical e horizontalmente. A contaminagdo via transovariana torna 0S OVOS
inviaveis para a produgdo de aves, as quais podem se tornar portadoras assintomaticas e
transmitir o patdgeno logo apds o nascimento. A transmissdo do microrganismo por via
horizontal pode se caracterizar por contaminar os ovos através da casca logo apos a postura,
nos ninhos ou camas de avidrios. Os fatores de viruléncia influenciam nos tratamentos com
drogas antimicrobianas e no controle ambiental com a utilizagdo de desinfetantes. E de
fundamental importancia o estudo desses fatores para auxiliar na andlise epidemioldgica dos
surtos ocorridos e, também, para estabelecer estratégias de novos controles. O objetivo deste
estudo foi realizar a caracterizagdo fenotipica e genotipica de diferentes isolados de S.
Gallinarum, oriundos da produ¢do agroindustrial, através da avaliagdo da sensibilidade aos
antimicrobianos e a desinfetante, potencial de lise por bacteridfagos, pesquisa de genes de
viruléncia, formacao de biofilme em poliestireno e em cascas de ovos. Pode-se observar que as
S. Gallinarum s3ao multirresistentes aos antimicrobianos, sensiveis aos bacteriéfagos testados, e
potencialmente virulentas, de acordo com perfis genéticos obtidos. A maioria dos isolados
formaram biofilme no poliestireno tanto a 22°C como a 42°C, sem diferenca estatistica (p =
0.0965) entre as temperaturas testadas. Houve maior formacao de biofilme nas cascas de ovos
na temperatura de 22°C (4,656 logioUFC/cm?), com diferenca estatistica quando comparado
aos biofilmes formados a 36°C ¢ 42°C. A agao do desinfetante comercial, na concentracao 1,5%
e tempo 5 minutos, promoveu remog¢ao do biofilme, estatisticamente significativa, apenas na
formacao a 22°C, propiciando uma reducgdo de 3,125 logio. A presenga de genes de viruléncia,
a multirresisténcia e a capacidade de formar biofilmes em diferentes superficies e temperaturas
pelas S. Gallinarum estudadas, isoladas de aves comerciais, nos faz supor que estes podem ser
fatores relevantes para que a SG se mantenha presente nos plantéis avicolas e esteja envolvida
em surtos sanitarios intermitentes. Apesar do cenario preocupante, a possibilidade de controle
biologico da SG por bacteriéfagos nos traz uma alternativa promissora para a contencao deste
microrganismo.

Palavras-chave: Salmonella Gallinarum, genes de viruléncia, antimicrobianos, bacteriofagos,
desinfetantes.
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Master’s Dissertation
Programa de Pds-Graduacao em Bioexperimentacao
Universidade de Passo Fundo

Salmonella Gallinarum multirresistentes e formadoras de biofilmes em cascas de ovos
sao sensiveis a bacteriéfagos
Author: Natalie Nadin Rizzo
Advisor: Laura Beatriz Rodrigues
Passo Fundo, July 31, 2017

The fowl typhoid has great economic importance due to the high costs with control programs,
due to the sanitary sacrifice of the birds and discard of the eggs in the hatcheries. Salmonella
Gallinarum, a few decades ago, had been considered to be eradicated in commercial birds in
Brazil. However, due to the lack of controls, such as biosecurity, inputs, monitoring and health
programs, associated with the virulence mechanisms of the pathogen, this disease has been
reemerging in recent years. S. Gallinarum causes infection and clinical manifestations, with
high bacterial concentration in the tissues and can be transmitted vertically and horizontally.
The contamination via transovarian renders the eggs unviable for the production of birds,
which can become asymptomatic carriers and transmit the pathogen soon after the birth.
Transmission of the microorganism horizontally can be characterized by contaminating the
eggs through the bark soon after laying, in the nests or beds of aviaries. Virulence factors
influence the treatments with antimicrobial drugs and environmental control with the use of
disinfectants. It is of fundamental importance the study of these factors to assist in the
epidemiological analysis of the outbreaks occurred and, also, to establish strategies of new
controls. The objective of this study was to characterize the phenotypic and genotypic
characteristics of different S. Gallinarum isolates from agroindustry production through the
evaluation of antimicrobial susceptibility and disinfectant, bacteriophage lysis potential,
virulence genes, biofilm formation Polystyrene and eggshells. It can be observed that the S.
Gallinarum are multiresistant to the antimicrobials, sensitive to the bacteriophages tested, and
potentially virulent, according to the genetic profiles obtained. Most of the isolates formed
biofilm in polystyrene at 22°C and 42°C, with no statistical difference (p = 0.0965) between
the temperatures tested. There was a higher biofilm formation in eggshells at 22°C (4,656
loglOUFC / cm2), with a statistical difference when compared to biofilms formed at 36°C and
42°C. The action of the commercial disinfectant, in the concentration 1.5% and time 5 minutes,
promoted the removal of the biofilm, statistically significant, only in the formation at 22°C,
leading to a reduction of 3,125 log10. The presence of virulence genes, the multiresistance and
the ability to form biofilms on different surfaces and temperatures by S. Gallinarum studied,
isolated from commercial birds, makes us suppose that these can be relevant factors for the
SG to remain present in poultry farms and is involved in intermittent outbreaks. Despite the
worrying scenario, the possibility of biological control of SG by bacteriophages brings us a
promising alternative for the containment of this microorganism.



xii

Keywords: Salmonella Gallinarum, virulence genes, antimicrobials, bacteriophages,
disinfectants.
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1 INTRODUCAO

A avicultura brasileira encontra-se em posi¢ao de destaque no cenario mundial de
producao de alimentos, ja que o Brasil ocupa a primeira posi¢ao na exportagao de carnes de
frango e a terceira em termos de produgdo de carne e derivados de frango, além de relevante
avanco na producao de ovos pelo setor avicola de postura do pais. Em 2016, o Brasil produziu
12,9 milhdes de toneladas de carne de frango, sendo 34% desta produgdo destinada a
exportacdo, chegando a 143 paises do mundo e 66% destinados para o mercado interno

(UBABEF, 2017).

Para a manutencdo deste nivel elevado de produgdo, a sanidade dos plantéis
avicolas ¢ um ponto fundamental, uma vez que a introdugdo de patdégenos, de maneira geral,
causam um impacto significativo em perdas econdmicas no setor, relacionados a diminui¢ao
do crescimento, diminui¢ao da qualidade e da produgao de ovos, mortalidade, condenagdes no
abate e gastos com insumos, incluindo diagndstico, vacinas e antimicrobianos, a fim de
eliminar infecg¢des bacterianas intercorrentes (MONTASSIER, 2010; BARROW & FREITAS
NETO, 2011).

Atualmente, o Brasil tem enfrentado desafios em relagdo ao tifo aviario, uma
doenca clinica severa que ocorre em aves industriais ¢ de fundo de quintal. Seu agente,
Salmonella Gallinarum, havia sido considerado erradicado dos plantéis avicolas brasileiros
nas décadas passadas. Porém, sua ocorréncia vem sendo novamente descrita tanto em aves do
final da cadeia produtiva (frangos de cortes e galinhas de postura comercial) como em lotes

de reprodutoras (matrizes e avos).

O motivo do tifo avidrio ainda estar presente nos plantéis de aves de producao pode
ser multifatorial. Os sinais clinicos e as lesdes causadas pela S. Gallinarum nas aves sdo
visualizados somente em casos graves e agudos, e existe uma grande dificuldade de isolamento
deste sorovar pelos métodos convencionais a partir de fezes, ambiente e cama. Entretanto,
destaca-se a ndo realizacdo dos testes de soroaglutinacao rapida em matrizes apos a vacinagao
contra S. Enteritidis, e a existéncia de lotes falso-negativos nos monitoramentos. O diagnéstico
tardio dificultou a identificagdo da origem dos surtos, agravados pelas medicacgdes
indiscriminadas que mascaram o quadro clinico e o diagnostico laboratorial. E, apesar de nao
ser uma zoonose, a presen¢a da S. Gallinarum repercute diretamente na producao de alimentos

de origem avicola.
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A permanéncia da S. Gallinarum em ambientes de criacdo das aves ¢ em
equipamentos de transporte, bem como a capacidade de transmissao entre as aves, destacando
sua permanéncia nas cascas dos ovos, podem estar relacionados com o retorno do tifo aviario
na avicultura industrial. O sucesso do controle sanitario estd vinculado com a biosseguridade
e a vigilancia epidemioldgica das cepas circulantes, através do emprego de técnicas fenotipicas
e moleculares que possam caracterizar linhagens entre os sorovares e as fontes de isolamento.
Os fatores de viruléncia da Salmonella Gallinarum, como a resisténcia aos antimicrobianos,
aos desinfetantes e a capacidade de formagdo de biofilmes sdo caracteristicas patogénicas
relevantes, e podem influenciar a ocorréncia de novos surtos de tifo aviario. Com isso, foi
realizada a caracterizagdo fenotipica e genotipica de fatores de viruléncia de diferentes
isolados de Salmonella Gallinarum, oriundas da produgdo agroindustrial, com o objetivo de
avaliar a influéncia destes no controle biologico e quimico deste sorovar na forma planctonica

e em biofilmes.

A presente dissertacdo ¢ composta por esta introducdo, uma breve revisdo de
literatura sobre os temas abrangidos, € por um artigo cientifico, descrito no Capitulo 1,
Salmonella Gallinarum multirresistentes e formadoras de biofilmes em cascas de ovos

sao sensiveis a bacteridéfagos.
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2 REVISAODE LITERATURA

2.1 TIFO AVIARIO

O tifo aviario ¢ causado pela Salmonella enterica subespécie enterica sorovar
Gallinarum biovar Gallinarum, comumente conhecida como Salmonella Gallinarum (SG),
sendo altamente patogénica para aves de qualquer idade, porém com maior ocorréncia de
sinais clinicos em aves adultas. Infecta varias espécies de aves, mas seu principal hospedeiro
sdo as galinhas. Por apresentar uma grande similaridade quanto a evolucao patogénica da febre
tifdide humana, foi denominada como tifo aviario (BERCHIERI JUNIOR & FREITAS
NETO, 2009).

As espécies e subespécies de Salmonella sao fenotipicamente classificadas de
acordo com diferentes testes de crescimento bacteriano e diferenciagdo bioquimica, enquanto
sorovares ou sorotipos sdo classificados com base no esquema de Kauffmann - White.
Primeiramente, ¢ determinado o antigeno "O", que ¢ baseado em polissacarideos que estao
associados com lipopolissacarideos (LPS). Os diferentes antigenos "O" sdo expressos em
numeros. Em seguida, ¢ expresso o antigeno “H”, que ¢ determinado com base nas proteinas
flagelares. Salmonella Gallinarum é imovel, porém, conserva material genético que codifica
flagelos basais, que sdo complexos de proteinas chamadas de “FIiE”. Os antigenos flagelares
sao representados com a combinacao de letras e nimeros (TERZOLO, 2011). A diferenciacao
antigénica ¢ caracterizada por pertencer ao sorogrupo D e também o antigeno somatico “O”.
Além disso, quanto ao isolamento microbioldgico apresentar um crescimento muito lento, em
meios de cultivos apropriados para a espécie, e com formagao de HoS. As coldnias sao menores
quando comparadas a colonias de outras bactérias da mesma espécie. Bioquimicamente a
Salmonella Gallinarum se diferencia dos demais sorovares por descarboxilar a ornitina e
fermentar o dulcitol (BERCHIERI JUNIOR, 2012).

E amplamente distribuido por todo o mundo, mas tém sido controlado em aves
comerciais em muitos paises desenvolvidos da Europa Ocidental, nos Estados Unidos da
América (EUA), Canadd, Austréalia e Japao (OIE, 2012). A primeira descrigao da doencga foi
em 1889, na Inglaterra, na qual 400 aves foram acometidas e 200 aves evoluiram ao 6bito
(REVOLLEDO, 2009), e também foi observada em outros paises da Europa, Estados Unidos,
Asia e Africa. Na Europa, a doenga voltou a ser relatada no inicio da década de 1990. No

Brasil, os primeiros registros de tifo aviario foram em 1919 em Minas Gerais € em 1939 em
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Sao Paulo. Foi relatado novamente em 1980 e¢ 1990, porém nao se obteve uma completa
elucidagao da ocorréncia pela dificuldade de informacdes, ja que o diagndstico pode ter sido
realizado através de sinais clinicos e achados anatomopatologicos sem a confirmagdo
microbiologica do agente envolvido (REVOLLEDO, 2009; PARVEJ et. al., 2016). A
mortalidade pode variar de 40 a 80% do plantel, e que os animais adoecem e vem a 6bito no

periodo de 7 a 14 dias posterior a infecgao.

2.1.1 Transmissio de Salmonella Gallinarum

A disseminagao de Salmonella spp. no ambiente avicola tem como caracteristica o fato
do agente estar inserido no trato digestorio, incluindo o ceco, € poder ser excretada pelas fezes
e disseminar o patogeno. Uma vez infectadas, as aves eliminam a bactéria de forma intermitente
e em nimero baixo, o que dificulta o monitoramento de contaminacdes. Aves destinadas a
postura comercial podem permanecer infectadas até a idade de postura, produzir ovos
contaminados ou disseminar o microrganismo entre as demais aves (BARANCELLI et. al.,
2012; BARROW & FREITAS NETO, 2011). A transmissao de S. Gallinarum pode ocorrer pela
via vertical, transovariana, pela producao de ovos infectados internamente, no ovario ou
oviduto, pela via aerdgena, que ocorre principalmente no incubatorio, ou horizontal, através de
alimentos, 4gua e cama contaminados, ressaltando o contato com a SG das fezes ou cama com
as cascas dos ovos (BERCHIERI JR et al., 2001).

A contaminagdo por via transovariana torna os ovos invidveis para a produgdo de pintos
de 1 dia, que ja transmitem o patégeno logo apds o nascimento. As aves infectadas nos
primeiros dias de vida podem nao manifestar sinais clinicos, mas se tornar portadoras para toda
a vida (BERCHIERI JR et al., 2007). A transmissao do microrganismo por via horizontal pode
se caracterizar por contaminar os ovos através da casca logo apos a postura, nos ninhos ou nas
camas dos aviarios, nos caminhdes ou no incubatorio, que possui condigdes de umidade e
temperatura favoraveis a manutencdo do patégeno. A contaminagdo no incubatdrio entre as
aves ocorre a partir do momento da bicagem dos ovos em eclosdo, pela exposi¢cdo dos
pintainhos recém-eclodidos as Salmonella quando estio mais susceptiveis a coloniza¢do do
trato intestinal (LODDI, 2001).

Para isso, a Instrucdo Normativa n° 18 de 22/06/2017 que consolida a Instrucdo
Normativa n® 56 (MAPA) propde para estabelecimentos Avicolas de Reprodugao, que os ovos
devem ser colhidos em intervalos frequentes, em recipientes limpos e desinfetados, apds a

colheita, os ovos limpos deverdo ser desinfetados no mais breve espaco de tempo possivel,
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devendo ser armazenados em local especifico e mantidos a temperatura entre 13 a 25°C,
umidade relativa do ar entre 70 a 85%. Enquanto que MENDES P. M. M. et al. (2014) relatam
que o armazenamento de ovos férteis € uma pratica necessaria e rotineiramente adotada na
industria avicola. A duragdo do periodo de armazenamento pode variar em fungdo da
capacidade das maquinas de incubacao, sendo, ainda, reflexo das flutuagdes na produgao de
ovos ¢ na demanda por pintos de um dia, esta influenciada pelo mercado de frangos de corte.
Tanto nas granjas produtoras como nos incubatdrios, ovos férteis devem ser armazenados sob
temperatura inferior ao ponto zero fisioldgico, que esta entre 21°C e 23°C (MENDES et al.,

2014; ROMIJIN & LOKHORST, 1955).

2.2 FATORES DE VIRULENCIA

Os mecanismos de viruléncia bacterianos conferem uma melhor habilidade de
sobreviver, invadir, multiplicar e persistir dentro do hospedeiro, fazendo com que sejam
elaboradas diferentes expressdes de genes sob variadas condigdes ambientais durante o
processo de infecgdo.

A Salmonella possui um importante fator de viruléncia constituido pelo
lipopolissacarideo (LPS) da parede celular. Os lipideos presentes no LPS, denominados
endotoxinas ou lipidios A, interagem com os macréfagos de modo que se tornem resistentes
aos peptideos catidnicos, a acdo endotdxica e a acdo antimicrobiana das enzimas lisossomais.

A S. Gallinarum e a S. Pullorum possuem um mecanismo de infec¢do semelhante
nas aves, realizando a invasao das cé€lulas epiteliais do intestino ou tecido linfoide, atingindo
as placas de Peyer e as tonsilas cecais. Através de fagdcitos infectados as cé€lulas bacterianas
sdo movidas até os tecidos linfoides, como figado, bago e medula d6ssea, onde ocorre a
multiplicagdo bacteriana. Estas células bacterianas retornam ao intestino e, por um mecanismo
complementar desconhecido, sdo eliminadas nas fezes (BARROW & FREITAS NETO,
2011).

Quanto a determinacao gendmica, sabe-se que a S. Gallinarum possui 4659 Mpb, e
309 pseudogenes (THOMSON et al., 2008). Comparando S. Gallinarum com S. Pullorum,
FENG et al. (2013), revelaram que os dois biovares compartilham de 75 pseudogenes, dos
quais 60 tiveram os mesmos locais de inativacdo e os outros 15 pseudogenes sitios de
inativacao diferentes. Avaliando outros sorovares, observou-se que a especificidade do
hospedeiro compromete efetivamente a perda funcional de genes, resultando na formacao de

pseudogenes, ao invés de ocorrer delegdo. O grande niumero de pseudogenes de sorovares
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especificos propde que nao € necessaria uma enorme quantidade de genes para causar infec¢ao
sist€émica em aves, e denota a importancia dos pseudogenes para a especificidade do sorovar
nos hospedeiros (FENG et al., 2013)

De acordo com OSMAN et al. (2009) a presenca de menos genes na S. Gallinarum
pode contribuir para sua sobrevida no interior do fagossomo dos macréfagos, e acarretar numa

infeccao sistémica mais facilmente que o desenvolvimento de uma doenga do trato digestorio.

2.2.1 [Ilhas de patogenicidade

Para VIEIRA (2009) os fatores de viruléncia de Salmonella estdo codificados e
agrupados em locais denominados Ilhas de Patogenicidade (Salmonella Pathogenicity Islands
- SPI), as quais sdo constituidas por grupos de genes dentro do cromossomo bacteriano,
responsaveis por estabelecer interagcdes envolvendo a codificagdo especifica de fatores de
viruléncia (MARCUS et al. 2000; HENSEL, 2004).

As ilhas de patogenicidade de Salmonella (SPI), historicamente adquiridos através
de eventos de transferéncia horizontal de genes, incluem grupos de genes que codificam os
mecanismos através dos quais Salmonella spp. atua como um agente patogénico virulento.
Estas ilhas genéticas estdo localizadas no cromossomo bacteriano ou em plasmidios, no
entanto, nem todos os sorovares possuem SPI conhecido. SPI-1 a SPI-5 sdo comuns a todos
os sorotipos de S. enterica. Até 2013 foram descritas 23 SPI (HAYWARD et al., 2013), sendo
Sendo a SPI-1 e SPI-2 as mais estudas e descritas, ja que possuem importante papel na infecg@o
por Salmonella (JONG et al., 2012). E, embora tenham sido descritas as fungdes destes genes
contidos dentro de cada ilha, seus mecanismos ainda ndo foram completamente elucidados.
SPI-1 e SPI-2 sdo de particular importancia na infec¢do. Os genes codificam proteinas efetoras
que sdo translocadas diretamente em células hospedeiras através do SSTT (Type Three
Secretion System — Sistema de Secre¢do do Tipo III), sistemas de secrecdo da membrana
plasmatica que fornecem a Salmonella spp. a maquinaria bioquimica para explorar este nicho
intracelular. SSTTs também podem ser usadas para secretar proteinas efetoras no ambiente
circundante para influenciar célula hospedeira fisiologia (HAYWARD et al., 2013; HURLEY
etal., 2014).

As células bacterianas de Salmonella spp. iniciam a indugdo da resposta imune em
um hospedeiro, quando através da SPI-1 translocam sua proteina efetora (SipA) para dentro
da célula intestinal resultando em inflamagao e o recrutamento de polimorfonucleares (PMN).

Posteriormente a proteina em conjunto com citocina e IL-8, provoca quimioatragdo de
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neutréfilos. SPI-1 também leva a NF-kB e sinalizagdo caspase-1 mediada por IL-1p / IL-18.
A proteina efetora SipB também ¢ translocada pela SPI-1 para a célula do hospedeiro,
agravando o processo inflamatorio in vivo, além de ser responsavel pela morte celular
programada e associada com respostas antimicrobianas durante a inflamag¢do que possui
caracteristicas tanto apoptoticas quanto necrdticas. SipB se liga a caspase-1 (IL-1p enzima
conversora) no citosol da célula resultando na maturagdo de pro-inflamatoria citocinas IL-13
e IL-18 em peptideos ativos (HURLEY et al., 2014).

Além de desencadear uma resposta imune no hospedeiro a SPI-1 possui mais de 26
genes (MIRMOMENI et al., 2008; VIEIRA, 2009; JONG et al., 2010; ALVAREZ, 2007) que
sdo responsaveis pela multiplicagdo da Salmonella spp. no interior de macrofagos (SpiA), para
a sobrevivéncia no interior de fagossomos (msgA, pagC), captagdo do ferro (iroN) e codificar
endotoxinas (stn, cdtB) (ALVAREZ, 2007), todos com importante papel na patogenicidade da
Salmonella ao hospedeiro. Um fator importante para a internalizacdo da Salmonella spp. ¢ a
reestruturacdo do citoesqueleto de actina no local de contato com a bactéria, que culmina com
a formacdo de projecdes na membrana da célula hospedeira, englobando a bactéria. Para
completar a entrada e reparar o citoesqueleto das células epiteliais, a Salmonella spp. inicia a
despolimerizagdo da actina. Ao final do processo, a bactéria localiza-se no interior das células
do hospedeiro, dentro de vesiculas membranosas, chamadas de SVCs (Vacuolos que contem
Salmonella) (SANSONETTI, 2002).

A atividade pré-inflamatoria da SPI-2, € importante para a persisténcia intracelular

e viruléncia sistémica em febre tifdide, além de evadir a fagocitose, hospedam mecanismos de
oxidagdo no fagossomo (FIGUEIRA; HOLDEN, 2013). T3SS-2 desempenha um papel
importante na doenca inflamatoria, com destaque para o envolvimento de SPI-2 no
aparecimento de enterocolite. SPI-2 permite a translocacao de efetores através da membrana do
vacuolo contendo Salmonella spp. nas células hospedeiras infectadas. Os genes que codificam
SSTT-2 sao controlados por dois componentes sistemas de regulagdo, tais como OmpR-EnvZ
e o SPI-2 codificado SsrA-ssrB. Esta ilha constitui um excelente exemplo de eficicia na
adaptacdo de um patdégeno em um determinado ambiente, neste caso, dentro da célula

hospedeira (ALVAREZ, 2007).

2.2.2 Plasmidios

Os plasmidios sao elementos genéticos, dispersos no citosol, de formato circular,

que se replica independentemente do cromossomo do hospedeiro. A grande importancia dos
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plasmidios ¢ a sua capacidade de transferir genes e codificar fatores de viruléncia, como a
resisténcia aos antimicrobianos (MADIGAM, 2010; SENGUPTA & AUSTIN, 2011; GLYCES
& BOERLIN, 2014).

A transferéncia horizontal de plasmidios possibilita que os microrganismos
adquiram genes, que podem aumentar sua viruléncia ou resultar em uma maior resisténcia.
Entretanto, apenas algumas cepas de Salmonella spp. possuem este tipo de Plasmidio (JONG
et al., 2012). O operon spv é comum a todos os plasmidios de viruléncia de Salmonella spp. e
esta relacionado a sobrevivéncia no interior do macréfago (ALVAREZ, 2007).

Apesar de os plasmidios ndo estarem diretamente associados a interacao inicial da
Salmonella spp. com a mucosa intestinal ¢ a invasao de tecidos mais profundos, eles favorecem
a manutencdo da bactéria no interior das células, além de auxiliar no inicio do processo de
infeccdo sist€émica (MADIGAM, 2010; SENGUPTA & AUSTIN, 2011; GLYCES &
BOERLIN, 2014). Além do gene fimbrial pefA, outros dois genes de origem plasmidial (SpvB

e spvC) também poderdo ser pesquisados.

2.2.3 Formacao de biofilmes

A formac¢do de um biofilme é um dos mecanismos que a Salmonella spp. utiliza
para a sobrevivéncia em ambientes fisicos e quimicos in6spitos (COSTERTON et al., 1999).
Um biofilme ¢ uma comunidade de células que interagem, ligadas a superficies biodticas ou
abioticas, inseridas em sua propria matriz de substancias poliméricas extracelulares (EPS)
(COSTERTON et al., 1999). Dentro do biofilme a bactéria possui maior resisténcia a fatores
de stress ambientais, a antibioticos e desinfetantes, em comparagdo com homologos
planctonicos, tornando, assim a eliminacdo bacteriana extremamente dificil de superficies
comumente utilizados em alimentos ¢ em ambientes de criagdo na avicultura industrial
(JOSEPH et al., 2001, STEENACHERS et al. 2012).

As EPS sintetizadas por células microbianas variam muito na sua composicao e
consequentemente nas propriedades quimicas e fisicas. Os polissacarideos sdo cadeias
moleculares longas e finas que podem estar associados de diferentes formas. As EPS presentes
nos biofilmes assemelham-se aos polimeros sintetizados pelas correspondentes células em
suspensdo ¢ sua quantidade sintetizada nos biofilmes dependera da disponibilidade de
substratos de carbono e do balanco entre carbono ¢ outros nutrientes limitantes
(SUTHERLAND, 2001). Esta matriz tem inimeras fungdes como adesao inicial, retencao de

agua, adsorcao de compostos, fonte de nutrientes, troca e armazenamento de informagdes
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genéticas e a principal que € barreira protetora capaz de prevenir o acesso fisico de certos
agentes antimicrobianos e agentes sanitizantes restringindo a difusao destes para o interior dos
biofilmes (ELVERS & LAPPIN-SCOTT, 2000; GILBERT & FOLEY, 1997).

Trés estruturas diferentes na conformacdao do biofilme ja foram descritas na
literatura: a estrutura tridimensional do biofilme (estrutura plana e homogénea); o modelo
homogéneo em mosaico (constituida por microcolonias de bactérias unidas por EPS rodeadas
por uma fase liquida); e a mais comum, em forma de cogumelo (estrutura de biofilme
semelhante a um cogumelo com varios canais através dos quais passa a fase liquida)
(COSTERTON et al.,1995).

A habilidade de formagdo de biofilme ¢ regulada por varios conjuntos de genes
envolvidos na producao de EPS e adesdo. A matriz extracelular de biofilmes de Salmonella
spp. ¢ predominantemente composta de fimbrias Curli e celulose, que promovem a ligacao e
interacdo de células bacterianas. A proteina csgD ¢ reguladora da transcri¢do de LuxR da
superfamilia que regula positivamente a formagao de biofilme associado a componentes da
matriz extracelular, incluindo fimbrias curli e celulose (GERSTEL e ROMLING 2003). A
csgD estimula a produgao de curli através da ativacao da transcrigdo do operon csgBAC, que
codifica a maior subunidade CsgA de curli, bem como proteinas nucleotideos CsgB. O gene
csgD também regula indiretamente a sintese de celulose, ativando a transcrigao de adrA. Um
membro da familia de proteinas GGDEF, a AdrA, sintetiza c-di-GMP como diguanyl-ciclase,
e sua transcrigdo ¢ regulada por csgD (LIU et al. 2014). A BapA ¢ a maior proteina de
superficie envolvida na formacao de biofilmes e a expressdo de bapA ¢ coordenada pelos
mesmos genes que codificam as fimbrias curli e celulose, através da acao de csgD (WANG et
al. 2016; LATASA et al., 2005).

A teoria de formagdo de biofilme mais conhecida, consiste de cindo etapas: I)
condicionamento da superficie pela adsor¢ao de material organico. II) transporte de células e
nutrientes para o sitio de aderéncia. III) inicio do processo de adesdo bacteriana. IV)
crescimento celular, colonizagao e adesdo irreversivel e V) biofilme com alta atividade
metabolica e liberagdo de células localizadas na periferia (CHARACKLIS, 1984). Apos o
contato inicial com a superficie, os microrganismos comegam a produgdo de fibras finas, que
podem ser vistas por microscopia eletronica. A forma da matriz, se caracteriza pelo
espessamento dessas fibras. Outras substancias organicas, inorganicas ¢ material particulado
podem existir juntamente cm microrganismos. A producgdo de EPS aumenta conforme a adesao

(KUMAR & ANAND, 1998).
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No biofilme existe uma comunicagao que envolve a sintese bacteriana e a liberagao
de moléculas sinalizadoras difusiveis, esse mecanismo ¢ denominado de quorum sensing
(QS). Estes sinais podem ser dependentes da densidade celular ou produzidos pelas bactérias
em diferentes fases de crescimento, permitindo uma regulagdo da expressdo génica (CERCA,
2012).

Apesar de existirem estudos sobre a invasao bacteriana, a formagao de biofilme
sobre a superficie da casca de ovo ¢ raramente documentada. No mundo inteiro, ovo e
contaminagdo da casca do ovo por Salmonella spp. é uma grande preocupagdo para as
industrias avicolas e, para a sobrevivéncia e multiplicacdo bacteriana e na superficie exterior
de um ovo, o microrganismo deve superar a baixa disponibilidade de nutrientes e estresse
térmico (GANTOIS et al. 2009). A partir do instante que o biofilme estd formado, se torna um
ponto constate de contaminagdes, liberando fragmentos ou células planctonicas dos
microrganismos, podendo alterar a composicdo microbioldgica dos produtos (FUSTER-
VALLS et al., 2008).

Sorovares de Salmonella spp. sdo capazes de formar biofilme em um grande
numero de superficies abidticas, como ago inoxidavel, plastico, cimento, vidro e borracha
(STEENACHERS et al. 2012). O aumento da resisténcia aos desinfetantes e agentes
antimicrobianos apresentada pelos biofilmes microbianos, dificulta o seu controle. Uma vez
que a literatura relata a presenca de aproximadamente quinhentas a mil vezes mais resistente
do que células planctonicas, demonstrando a importancia de encontrar novas alternativas para

o controle de biofilmes (COSTERTON et al.,1995).

2.3 RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS E DESINFETANTES

2.3.1 Resisténcia a antimicrobianos

O uso de antimicrobianos iniciou com a descoberta da penicilina por Alexander
Fleming, que observou que as culturas de Staphylococcus aureus deixadas sobre a bancada
foram contaminadas por fungos do género Penicilium o qual inibia o crescimento da bactéria
em questdo. A penicilina se caracterizou por ser o primeiro antibiotico a ter atividade clinica
(TAVARES, 2001). Oito anos depois se observou que 68% dos Staphylococcus aureus ja
apresentavam resisténcia a esse antibiotico, levando a um grande problematica para os

tratamentos de infecg¢des e iniciando, a partir de entdo, a resisténcia antimicrobiana (ROSSI &
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ANDREAZZI, 2005). Esse assunto voltou a ser debatido na década de 70 quando médicos
foram convencidos que mesmo com uma ampla oferta de agentes antimicrobianos existentes,
todas as infec¢des bacterianas estavam se tornando intrataveis (LOWY, 2003).

Atualmente, em um estudo publicado pela Unido Européia, demonstra-se o
aumento da resisténcia de Salmonella spp. isoladas de humanos e de animais aos
antimicrobianos mais comumente utilizados para o tratamento da salmonelose (EFSA; ECDC,
2015). Nos ultimos anos tem aumentado muito o aparecimento de cepas multirresistentes
(LERTWORAPREECHA; SUTTHIMUSIK; TONTIKAPONG, 2013), que apresentam uma
ameaca a saude publica (KRIETSCH, 2014). Existe uma preocupagdao muito pertinente com a
ocorréncia de surtos de salmoneloses em humanos causados por essas cepas, onerando os gastos
com tratamentos e, mesmo assim, sem um prognostico favoravel (KRIETSCH, 2014).

A utilizagdo de antimicrobianos na produ¢do animal se tornou comum devido a
necessidade do aumento da quantidade de alimento a ser produzido (KOLUMAN; DIKICI,
2013). Dados da Administragdo de Alimentos e Medicamentos (Food and Drug Administration
— FDA) indicam que o uso de antimicrobianos nos animais de producdo nos Estados Unidos
aumento 20% entre 2009 e 2013. De acordo com FDA, 69% dos antimicrobianos vendidos em
2013 para o uso veterinario foram destinados a tratamentos terapéuticos ou para obter ganhos
na produg¢do, 30% para uso exclusivo terapéutico e, 1% com a finalidade de incrementar os
ganhos produtivos. Ainda, indicam que, de todos os antimicrobianos vendidos para o uso em
produgdo animal, 62% correspondem aos antimicrobianos mais importantes e de eleicdo para o
tratamento de infecgdes em humanos (FDA,2015).

A escolha do antimicrobiano para ser utilizado em tratamentos de infecgdes deve
ser feita baseada em avaliagdes in vitro, sendo uma importante ferramenta para avaliagdo de
patogenos que possuem um mecanismo de resisténcia adquirido (JORGENSEN; FERRARO,
2009). O principal teste utilizado ¢ padronizado pelo CLSI (Clinical and Laboratorial
Standards Institute) (CLSI, 2014a), com metodologia baseada em disco-difusdo, conferindo
praticidade, simplicidade e baixo custo, com resultado qualitativo.

GADDET et al. (2017) relatam uma tendéncia no aumento da procura de produtos
de origem animal a partir de sistemas de producao isentos de antibidticos, existe uma grande
necessidade de desenvolvimento de alternativas antibidticas que possam ajudar a melhorar o
desempenho e manter a saide oOtima dos animais. Deve-se ter cuidado na escolha de
alternativas, de modo que elas se ajustem as necessidades do programa de produgdo. O seu
mecanismo de a¢do, identificando meios para padronizar os efeitos, melhorando os métodos

de administragdao (por exemplo, microencapsulagao) para a distribuicao dirigida ao local e



24

aumentando a sua eficacia in vivo. Os mesmos autores observaram que as combinagdes de
produtos podem ser mais benéficas do que usa-los sozinhos para conseguir um efeito
semelhante ao dos antibioticos. A utilizacdo de combinagdes otimas de varias alternativas
juntamente com boas praticas de criagdo serd a chave para maximizar o desempenho e
produtividade, enquanto avancamos com o objetivo final de reduzir o uso de antibidticos na
industria animal.

As formas de resisténcia mais conhecidas sdao a mudanga da permeabilidade da
parede celular bacteriana, bombas de efluxo, modificagdo enzimatica do antimicrobiano,
degradacao do antimicrobiano e aquisicao de vias metabolicas alternativas (VAN HOEK et al.,
2011). A maioria destes mecanismos desenvolvidos pelas bactérias para sobreviver a acao
antimicrobiana ¢ codificado por genes de resisténcia que podem estar presentes em algumas
cepas de Salmonella spp. (BECEIRO; TOMAS; BOU, 2013), ¢ incluem desde mutagdes em
genes enddgenos até a aquisi¢do horizontal de genes de resisténcia (FRYE; JACKSON, 2013).
Os cassetes génicos, além de estar associados a integrons, podem estar associados com
sequéncias de inser¢do, transposons, bacteriofagos e plasmidios, que também exercem uma
fungdo importante na transmissao destes cassetes (ALVAREZ, 2007; FOLEY; LYNNE, 2008;
FRYE; JACKSON, 2013). Ainda ndo esta definida uma denominagao padrao para classificar
cepas multirresistentes, alguns autores sugerem que a multirresisténcia seja estabelecida quando
as bactérias sdo resistentes a trés ou mais classes de antimicrobianos (SCHWARZ et al., 2010;
MAGIORAKOS et al., 2012).

Dados do NARMS - National Antimicrobial Resistance Monitoring System (2015),
relatam que amostras de Salmonella spp. isoladas de fonte avicola sdo resistentes a ceftriaxona,
antibidtico de eleicao para tratar pacientes com infecgdes graves. O mesmo acontece na cadeia
de perus, onde as Salmonella spp. isoladas, também, sdo resistentes a ceftriaxona. A Salmonella
spp. foi sensivel a azitromicina, importante antibiotico para o tratamento de outros agentes
patogénicos intestinais, € também ¢ sensivel a ciprofloxacina (pertencente ao grupo das
fluorquinolonas), ¢ um importante antibiotico para o tratamento direcionado a Salmonella spp.

De acordo com Palmeira et al. (2016) as salmonelas espécie-especificos, como
Salmonella Gallinarum e Pullorum, estao presentes em plantéis de aves e tem uma repercussao
em saude publica uma vez que o uso de antibioticoterapia preventiva e terapéutica nos plantéis
possa estar promovendo uma resisténcia, de outros sorovares, a antimicrobianos.

Em saude publica e seguranca alimentar a Salmonella spp. ¢ muito importante
devido a alta frequéncia de surtos relacionados a ela, mas também devido a grande resisténcia

a antimicrobianos (TONDO & RITTER, 2012). Assim, ¢ imprescindivel a busca de alternativas
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para o controle desse patdgeno uma vez que a resisténcia a antimicrobianos podem
comprometer o tratamento eficaz para salmoneloses humanas (COOK et al.2009).

Com a grande problematica de resisténcia a antimicrobianos, alguns estudos
demonstram que a utilizam de bacteridofagos no controle de patogenos, foram recentemente re-
emergindo como potenciais alternativas aos antibioticos (LU TK, COLLINS JJ. 2009).
Biocontrole com fagos pode ser aplicado através de alimentos, agricultura e campos da
medicina (LU TK, COLLINS JJ. 2009). Alguns fagos podem mostrar viruléncia apenas in
vitro ou apenas em concentragdes elevadas (LU TK, COLLINS JJ. 2009). Ha fagos podem se
replicar apenas uma vez apds a infecc¢ao inicial, levando a reducao da eficacia antimicrobiana
(Davies RH. 2005) (LU TK, COLLINS JJ. 2009). Apesar destes inconvenientes os fagos sao
boas alternativas aos antibidticos convencionais, especialmente para as bactérias patogénicas

resistentes (Davies RH. 2005) (LU TK, COLLINS 1J. 2009) (Lu TK, Koeris MS. 2011).

2.3.2 Utilizacao de desinfetantes

O controle quimico das instalagdes de acordo com KUANA (2009), para a limpeza
ou lavagem do ambiente ha alguns requerimentos principais, tais como: pessoal, equipamento,
pré-lavagem, lavagem e enxagilie. A equipe de limpeza deve sempre utilizar equipamentos
protetores impermedveis como botas de borracha e mascaras de gés, afim de evitar qualquer
acidente. Como também ter uma correta instru¢cdo de como utilizar os equipamentos para a
lavagem.

O mesmo autor ainda cita a importancia de uma pré-lavagem da instalagdo, como
forma de facilitar ao méximo o processo de lavagem. Sendo que no processo de lavagem
recomenda-se utilizar um detergente alcalino aplicado com maquina de pressao para facilitar a
remocao das incrustagdes e biofilme. Para a remocao de depdsitos minerais ¢ aconselhdvel o
uso de detergentes acidos. Apos tudo processo realizar o enxagiie, removendo todo detergente,
uma vez que esta pode reduzir a eficicia da desinfeccao.

Na escolha do desinfetante a ser usado deve-se priorizar um produto de amplo
espectro de acdo e satisfazer a atividade contra infec¢des nas aves, como também respeitar os
requerimentos legais e de seguranca. Na escolha de um desinfetante ¢ essencial considerar a
superficie a ser desinfetada, quantidade de matéria organica, temperatura, quantidade de agua,
tempo de contato, espectro de atividade, poder residual, como também avaliar o custo beneficio

para o uso de cada produto (KUANA, 2009).
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Um dos principais fatores de viruléncia estudado nesse trabalho ¢ a capacidade
desse patogeno de formar biofilmes, a qual pode acontecer em algumas horas ou pode demorar
até semanas. Sendo que estudos demonstram que desinfetantes comuns ndo sdo efetivos no
controle de biofilmes, pois seu poder oxidativo é todo gasto antes de chegar as células dos
microrganismos, evidenciando a importancia da lavagem anterior a desinfeccado do ambiente
(BOROSKY, 2013).

Nenhum agente quimico pode ser considerado melhor ou ideal, levando-se em
conta a variedade de condigdes sob as quais os produtos podem ser utilizados. Certos tipos de
compostos sdo particularmente eficientes em alguns casos ou mesmo sem utilidade em outras
situagdes, devendo se considerar entre outros a concentragdo ¢ o tempo de acdo dos
desinfetantes RUI (2011).

Em um processo de desinfec¢do ¢ importante uma concentracdo de desinfetante
eficiente. Observando que a concentracdao e o tempo para fazer efeitos estao ligados, pois o
mesmo produto usado em concentragdes baixas precisa de mais tempo para ser eficaz e realizar
seu objetivo. Sendo especialmente importante em pediluvio, rodoluvio e arco de desinfeccao,
cujo tempo de contato com a superficie a ser tratada ¢ minima. Os desinfetantes ndo agem
instantaneamente, por isso € necessario tempo para fazer efeito. Antes de afetar o

microrganismo o desinfetante precisa penetrar a parede celular (RUI, 2011).

2.4 UTILIZACAO DE BACTERIOFAGOS COMO ALTERNATIVA A
ANTIMICROBIANOS

Bacteriofagos sao virus especificos que infectam bactérias. Caracterizam-se por
serem intracelulares obrigatorios, hospedeiro-especificos, capazes de infectar espécies ou
grupos dentro de uma mesma espécie (HANGENS, LOENSSNER, 2007). Sdo provavelmente
0s mais antigos e onipresentes microrganismos na Terra, datam de 3 bilhdes de anos e estima-
se que existam em média 1030-1032 fagos para cada célula bacteriana, desempenhando um
papel fundamental na preservacdo do equilibrio em cada ecossistema onde existem bactérias
(SULAKVELIDZE, 2011).

No ano de 1986 ocorreu o primeiro relato da existéncia de bacteriéfagos, quando o
microbiologista Ernest Hanking observou a uma atividade antimicrobiana contra Vibrio
cholerae, nos rios da india (SULAKVELIDZE et al., 2001; HAQ et al., 2012). Em 1915 que

Frederick Twort, comprovava a hipdtese de que existiam virus capazes de inibir o crescimento
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bacteriano e podiam ser cultivados em meios artificiais (SULAKVELIDZE et al., 2001;
DUCKWORTH, 1976). Ainda nesse periodo, durante a primeira guerra mundial, D Harelle
desenvolveu, a partir de amostras de fezes, um filtrado sem a presenca de bactérias, e incubou
juntamente com a Shigella spp. Observando a inibicdo do crescimento dessa bactéria, e
denominou esse fendmeno como placas de lise (SULAKVELIDZE et al., 2001). D Hearelle
consegui comprovar uma relagdo entre a cura da disenteria hemorrdgica que ocorria nessa
mesma época, com a presenga desse virus denominada de bacteriofagos (D'HERELLE, 2007).

Os bacteriofagos foram descobertos anteriormente aos antibidticos, gerado
interesse na comunidade cientifica mundial. Em 1919, D'Harelle utilizaram bacteridéfagos
terapeuticamente tratando quatro criancas com disenteria bacteriana, para cada paciente foi
administrada uma dose de fagos anti-disenteria e em 24 horas os pacientes apresentaram uma
melhora (D'HERELLE, 2007). A primeira publica¢io relatando a eficicia de fagos no
tratamento de uma doenga infecciosa em humanos foi em 1921 publicado por Richard
Bruynoghe e Joseph Maisin onde utilizaram bacteriofagos com sucesso para tratar infec¢des
estafilococica na pele. A sua publicacdo foi seguida pela centena de outros relatdrios de
pesquisadores utilizando bacteriéfagos para tratar infecgdes bacterianas em seres humanos e
outros animais (SULAKVELIDZE A, 2011).

D’Herelle e colaboradores inauguraram em Paris o Laboratoire du Bacteriophage,
uma década depois da descoberta, no laboratorio eram comercializados cinco coquetéis de
bacteriofagos que eram efetivos para o tratamento de inimeras infeccoes (SULAKVELIDZE
etal., 2001; FRUCIANO & BOURNE, 2007; ABEDON et al., 2011). Como nao havia nenhum
ensaio clinico que comprovasse a eficacia dessa terapia, resultou em vérias controvérsias acerca
da utilizagdo dos bacteridfagos como tratamento terapéutico. Com isso resulta em um forte
impacto negativo juntamente com o inicio da era dos antibioticos fez com que o interesse na
terapia com fagos comegasse a decair no Ocidente durante os anos 1940 e 1950, mas seu uso
continuou na Unido Soviética e no Leste Europeu (SULAKVELIDZE, 2011).

Os fagos sdo considerados agentes terapéuticos potencialmente atraentes devido as
diversas caracteristicas que possuem como serem extremamente hospedeiro-especificos,
eficazes na lise de bactérias patogé€nicas, ndo prejudiciais para o homem e animais, ¢
rapidamente modificaveis para combater o aparecimento de novas ameacgas bacterianas. Além
destas caracteristicas, os fagos apenas se replicam células bacterianas especificas, nao
destruindo a microbiota adjacente (SULAKVELIDZE A, ALAVIDZE Z, MORRIS JJG, 2001).

Os bacteriéfagos sdo constituidos por acido nucléico e proteinas e dividem-se em

seis grupos distintos (FERREIRA et al., 2010; GRATH & SINDEREN, 2007). O genoma viral
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pode apresentar-se sob a forma de DNA ou RNA, de cadeia simples (ss) ou dupla (ds), na
conformagao linear, circular ou superenrolada. Os fagos com DNA cadeia dupla podem ser com
cauda contractil (A), cauda ndo-contratil (B), cauda curta (C), sem cauda (D3) e pleomérficos
com invélucro lipidico (G). Os fagos de DNA cadeia simples podem ser icosaédricos (D1 e D2)
ou filamentosos (F1 e F2). Os do grupo E sao icosaédricos com RNA cadeia simples (E1) ou
dupla (E2) (ACKERMANN, 1998).

O processo de replicacdo dos bacteriofagos depende do metabolismo das células
bacterianas hospedeiras, pois ndo possuem sistemas geradores de ATP e com isso nao
conseguem sintetizar suas proprias proteinas e seu proprio acido nucléico (TORTORA et
al.,2012).

O ciclo de infeccdo e replicacdo do bacteridfago na célula hospedeira tem inicio na
ligagdo a célula bacteriana e com a inje¢do do seu material genético para o interior da célula.
As etapas de adsorcao e penetragao de acido nucléico viral referem-se a sintese de componentes,
replicagdo do material genético ¢ a producdo de novos capsideos, com isso o fago assume a
maquinaria biossintética do hospedeiro, resultando na sintese de proteinas. As ultimas etapas
consistem na montagem do novo fago e na liberagdo onde ocorre a lise (SULAKVELIDZE,
2011).

Os fagos podem possuir dos ciclos de replicagdo diferentes. O ciclo litico, ou a
reprodugdo da viruléncia dos bacteridfagos, ocorre dentro do hospedeiro e induz a lise das
células, resultando na liberagdo de uma nova progénie de bacteriofagos, recomecando, assim,
um novo ciclo de infec¢do. O material genético dos fagos serve de molde para formar os RNA
mensageiro, que irdo sintetizar as proteinas do capsideo e obter vérias copias do acido nucléico
dos fagos. Quando ha uma sintese de proteinas em quantidade suficiente comega a montagem
das particulas virais, o dcido nucléico € envolto pelas proteinas do capsideo e a bactéria ¢ lisada,
liberando novos bacteriofagos (MAYER G, 2017). O ciclo lisogénico ocorre quando o fago
integra seu material genético ao genoma da bactéria hospedeira, recebendo o nome de profago,
virus atenuado ou ainda fago temperado e se mantém inativo. Ao replicar-se, a bactéria replica
o profago para as células filhas, evento chamado de lisogenia. Essa replicacdo ou qualquer outra
altera¢do, como exposicao a radiacdo ultravioleta, pode estimular o préfago a desprender-se do
genoma da bactéria e iniciar um ciclo litico (MAYER G, 2017).

A lise bacteriana possibilita a libertagdo de novos bacteridfagos no local de infec¢ao
e uma pequena dose inicial ¢ suficiente para atingir a eficicia terapéutica, ao contrario dos
antibioticos que necessitam de repetidas doses superiores para que sejam mantidas as

concentracdoes adequadas (VANDAMME, 2013; LOC-CARRILLO & ABEDON, 2011;
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ABEDON & ABEDON, 2010). Assim ¢ possivel minimizar os custos da terapia bem como
reduzir os efeitos adversos. Além de também terem mostrado ser eficazes no controle de
biofilmes, situagdes em que os antibidticos sdo ineficazes devido a impossibilidade de
chegarem ao local (ABEDON et al., 2011).

Existem diversas aplicacdes ja relatadas na literatura de aplicacdo de terapia fagica
e inclusive no controle biologico ¢ caracterizada por ser um mecanismo bioldgico, conferindo
melhor qualidade ao alimento (produto final) por ndo deixar residuos na carne, ovos e também
no ambiente, além de ser economicamente vidvel, quando comparada ao custo terapéutico dos
quimioterapicos. Estes fatores associados a sua biosseguridade possibilitam e asseguram este
rotulo de promissor da fagoterapia para o futuro da terap€utica no controle das salmoneloses
aviarias (MARIETTO-GONCALVES G. A.; ANDREATTI F. R. L, 2012).

Ainda, podem ser utilizados para o controle de contaminantes no ambiente como
GONG C., JIANG X. (2017) sugerem seu uso nas superficies em frigorificos pode ter mérito
em reduzir a probabilidade de produtos acabados sejam re-contaminado com Salmonella.
Porém, a otimizacdo dos coquetéis de bacteridfagos pode ser mais eficaz para remogdo de
biofilmes podendo ser empregado em desinfec¢do na agroindustria. Em outro estudo, GRANT
etal. (2017) observaram que a redugdo significativa de Salmonella spp. em carne de frango, foi
dependente da agua utilizada para diluir o bacteriéfago, a susceptibilidade da Salmonella spp.
ao bacteriofago e o tempo de tratamento.

Poucos estudos demonstraram os efeitos da suplementacdo de dietas com
bacteridofagos sobre o desempenho do crescimento. Zhao et al. (2012) avaliando os efeitos em
galinhas poedeiras, relataram que a incorporagdo de bacteriofagos em sua dieta melhorou
significativamente a producao de ovos. Kim et al. (2013¢c) e Wang et al. (2013b) demonstraram
o aumento do ganho de peso corporal e redu¢ao da conversao alimentar em frangos de corte
alimentados com dietas suplementadas de bacteriofagos. No entanto, sdo necessdrias mais
pesquisas para estabelecer os efeitos de desempenho dos bacteriofagos e tornar seu uso pratico
em sistemas de producao avicola.

Neste contexto, ¢ muito importante conhecer a influéncia dos fatores de viruléncia

na remog¢ao quimica e bioldgica de biofilmes formados por Salmonela Gallinarum em casca
de ovo, pois esse importante patdogeno tem reemergido nos ultimos anos, causando graves

prejuizos para a avicultura industrial brasileira.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi realizar a caracterizagdo fenotipica e genotipica de diferentes
isolados de S. Gallinarum, oriundos da producdo agroindustrial, através da avaliacdo da
sensibilidade aos antimicrobianos e a desinfetante, potencial de lise por bacteridfagos, pesquisa
de genes de viruléncia, formagdo de biofilme em poliestireno e em cascas de ovos. Pode-se
observar que as S. Gallinarum s3o multirresistentes aos antimicrobianos, sensiveis aos
bacteriofagos testados, e potencialmente virulentas, de acordo com perfis genéticos obtidos. A
maioria dos isolados formaram biofilme no poliestireno tanto a 22°C como a 42°C, sem
diferenca estatistica (p = 0.0965) entre as temperaturas testadas. Houve maior formagao de
biofilme nas cascas de ovos na temperatura de 22°C (4,656 logioUFC/cm?), com diferenca
estatistica quando comparado aos biofilmes formados a 36°C e 42°C. A agdo do desinfetante
comercial, na concentracdo 1,5% e tempo 5 minutos, promoveu remoc¢dao do biofilme,
estatisticamente significativa, apenas na formagao a 22°C, propiciando uma redugdo de 3,125
logio. A presenga de genes de viruléncia, a multirresisténcia e a capacidade de formar biofilmes
em diferentes superficies e temperaturas pelas S. Gallinarum estudadas, isoladas de aves
comerciais, nos faz supor que estes podem ser fatores relevantes para que a SG se mantenha
presente nos plantéis avicolas e esteja envolvida em surtos sanitarios intermitentes. Apesar do
cenario preocupante, a possibilidade de controle biologico da SG por bacteridfagos nos traz

uma alternativa promissora para a conten¢ao deste microrganismo.

Palavras-chave: Salmonella Gallinarum, genes de viruléncia, antimicrobianos, bacteri6fagos,

desinfetantes.
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INTRODUCAO

A febre tifoide das galinhas (FT), também conhecido como tifo aviario, tem como
agente causador a Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Gallinarum biovar Gallinarum
(SG). E caracterizada por uma doenga sistémica grave observada principalmente em aves
adultas (Shivaprasad & Barrow, 2013). O tifo aviario acarreta perdas econdmicas significativas
por diminuir a produgdo de ovos e causar alta mortalidade de aves, podendo atingir 80% dos
lotes afetados (Shivaprasad, 2000; Barrow & Freitas Neto, 2011). Além disso, o Ministério da
Agricultura e Pecuaria (MAPA) e a Organizagao Internacional de Epizootias (OIE) preconizam
que os plantéis avicolas sejam monitorados periodicamente afim da identificagdo e eliminacao
dos lotes positivos para SG.

Berchieri Junior et al. (2001) e Oliveira et al. (2005) demonstraram que a SG causa
infeccdo e manifestagdes clinicas, com alta concentragdo bacteriana nos tecidos. Outros
estudos, como os de Beach & Davis (1927), Beaudette (1930) e Hall et al. (1949), indicam a
possibilidade da SG ser transmitida vertical e horizontalmente. A contaminagdo via
transovariana torna os ovos inviaveis para a produgao de pintos de 1 dia, os quais podem se
tornar portadores assintomaticos e transmitir o patogeno logo apos o nascimento (Berchieri
Junior et al., 2007). A transmissdo do microrganismo por via horizontal pode se caracterizar
por contaminar os ovos através da casca logo ap6s a postura, nos ninhos ou camas de aviarios.
O incubatodrio também ¢ um setor importante para a transmissao da SG, por possuir condigdes
de umidade e temperatura favoraveis a manutencao do patogeno. Propicia a contaminacao a
partir do momento da bicagem dos ovos, expondo os pintainhos recém-eclodidos a SG quando
estdo mais susceptiveis a colonizagdo do trato intestinal (Loddi, 2001).

Nos ultimos anos tem ocorridos surtos esporadicos de SG no Brasil, de acordo com os
dados da Organizagao Internacional de Epizootias. Em 2012 foram notificados 14 focos de FT
e, a partir destes, foram identificados outros casos nos plantéis avicolas do pais. O tltimo surto
notificado na OIE foi na Costa Rica, em 2016 (OIE, 2017). Conforme relatado por Celis-
Estupinan et al. (2017), as causas do ressurgimento e disseminagdo de FT em plantéis avicolas
brasileiros ainda ndo estd bem esclarecida. Podem ser levadas em considera¢do algumas
hipoteses, como o fato das linhagens comerciais terem sido melhoradas geneticamente para ser
resistentes ao FT e ndo desenvolverem doenga clinica, mas possibilitando que as aves fiquem
persistentemente infectadas, favorecendo a transmissdo ¢ manutencao de SG. Além disso, a
antibioticoterapia em surtos de FT pode ter sido indevidamente adotada nos plantéis de
reproducdo, facilitando a transmissdo vertical e propiciando que ovos contaminados com SG

atinjam os incubatérios. Também, uma cepa SG distinta, apresentando novas caracteristicas de
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patogenicidade, pode ter surgido e se disseminado nos aviarios do pais. Além destes fatores,
podemos considerar a ocorréncia de surtos nao notificados e a presenca de SG em aves de
criagdes ndo comerciais.

Dentre os fatores que promovem a preven¢ao de SG um dos mais importantes ¢ a adogao
de biosseguridade. Em alguns paises ainda pode ser utilizada a terapia antimicrobiana para o
tratamento dessa enfermidade (Nonga et al., 2010; Dutta et al., 2015). Os agentes
quimioterapicos sdo muito eficazes para reduzir perdas da produgdo, sintomatologia clinica e
mortalidade das aves e, inicialmente, podem demonstrar resultados positivos. No entanto, ndo
eliminam totalmente a SG, possibilitando a infeccdo do ambiente e de novas aves (Celis-
Estupifan et al., 2017; Dutta et al., 2015; Moore, 1948; Gordon & Tucker, 1957). Devido a
capacidade de mutacdo genética entre as bactérias, as SG podem se tornar resistentes ao
controle quimico com antibidticos e desinfetantes (Kang et al., 2010; Lee et al., 2003; Madigam
et al., 2010; Penha Filho et al., 2016), acarretando prejuizos sanitarios e econdmicos. A
utilizagdo de antimicrobianos na produ¢do animal se tornou comum devido a necessidade do
aumento da quantidade de alimento a ser produzido (Koluman & Dikici, 2013). Dados da Food
and Drug Administration (FDA-USDA) indicam que o uso de antimicrobianos nos animais de
produgdo nos Estados Unidos aumentou 20% entre 2009 e 2013. De acordo com a FDA (2015),
69% dos antimicrobianos vendidos em 2013 para o uso veterinario foram destinados a
tratamentos terap€uticos ou para obter ganhos na producao, 30% para uso exclusivo terapéutico
e, 1% com a finalidade de incrementar os ganhos produtivos. Indicam que, de todos os
antimicrobianos vendidos para o uso em produgcdo animal, 62% correspondem aos
antimicrobianos mais importantes e de eleigdo para o tratamento de infec¢gdes em humanos
(FDA, 2015).

Como forma alternativa a problematica de resisténcia, a utilizagao de bacteridfagos para
controle biologico vem reemergindo com potencial para diferentes aplicagdes. Bacteriofagos,
ou fagos, sdo virus que infectam bactérias e podem ter um ciclo de vida denominado litico, onde
a reproducdo da viruléncia ocorre dentro do microrganismo e lisa as células, ou um ciclo
lisogénico (Azeredo etal., 2011). Os fagos podem ser utilizados como biocontrole em alimentos
e ambiente, ou como fagoterapia em animais ¢ seres humanos (Briissow, 2017; Malik et al.,
2017).

Devido a relevancia do tema, a presente pesquisa avaliou o perfil genotipico e fenotipico
de isolados de Salmonella Gallinarum, para deteccdo de genes de viruléncia, resisténcia a

antimicrobianos e desinfetante, formacdo de biofilmes em poliestireno e acdo litica de
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bacteriofagos. Destas, uma SG foi selecionada para avaliar a formagao de biofilmes em cascas

de ovos e a capacidade de remocgao pela desinfec¢cdo quimica.

MATERIAL E METODOS

Amostras de S. Gallinarum. Foram utilizados 46 espécimes de S. Gallinarum (SG)
provenientes de aves comerciais criadas no Brasil, previamente isolados e confirmados através
de microbiologia convencional (Brasil, 1995) e ensaios de microarranjo (Check&Trace®).
Estavam estocadas em BHI com 20% de glicerol a -20°C, e foram reativadas e confirmada sua

pureza por confirmag¢do bioquimica e sorologica.

Determinagéo do perfil de resisténcia aos antimicrobianos. O ensaio de sensibilidade a
antimicrobianos foi realizado utilizando a metodologia de disco-difusdo em gel de agar descrita
por Kirby-Bauer (1966), descrito pelo CLSI (2013). Foram utilizadas nove drogas
antimicrobianas: Enrofloxacina (5 mcg), Azitromicina (15 mcg), Cloranfenicol (30 mcg),
Colistina (10 mcg), Ampicilina (10 mcg), Cefazolina (30 mcg), Ciprofloxacina (5 mcg),
Tetraciclina (30 mcg) e Acido Nalidixico (30 mcg). Os isolados foram classificados em
sensiveis, intermediarios ou resistentes, conforme os padrdes estabelecidos pelas normas

VETO01-52 (CLSI, 2014b) e M100-S23 (CLSI, 2013).

Testes para avaliacao da lise por bacteriofagos. Os sete bacteriofagos empregados contra as
SG foram isolados e caracterizados previamente por nosso grupo de pesquisa, utilizando
sorovares de Salmonella enterica como bactérias hospedeiras (Lima et al., 2015; Pottker, 2016).
Foram caracterizados de acordo com Sillankorva et al. (2008) e Kropinski et al. (2011),
seguindo protocolos que envolvem gendmica, protedmica e sequenciamento. O bacteridfago
Salmonella Phage UPF_BP1 foi isolado de efluente de abate, tendo como bactéria hospedeira
a S. Brandenburg, registrado no GenBank sob o numero KX776161, pertence a ordem
Caudovirales e a familia Podoviridae Tipo 3. O Salmonella Phage UPF BP2 teve a mesma
fonte de isolamento, mas foi utilizada a S. Bredeney como bactéria hospedeira, esta registrado
no GenBank com o ntimero KX826077, pertence a ordem Caudovirales e a familia Myoviridae.
Ambos possuem genoma circular e DNA de fita dupla (Pottker, 2016). Os bacteriofagos

denominados 7:2, 10:2, 8:2 foram isolados de efluentes de abate e utilizando, respectivamente,
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cepas de S. Infantis, S. Panama e S. Rissen como bactéria hospedeira. Os bacteriofagos 8:1 e
11:1 foram isolados de fezes de aves e tiveram como hospedeiras S. Rissen e S. Enteritidis,
nesta ordem. O sequenciamento estd em fase de processamento (Pottker, 2016).

As 46 amostras de Salmonella Gallinarum foram testadas para a presenca de profago no
seu DNA, para nao resultar em falso positivo para presenca de bacteriofago. Os bacteriofagos
UPF BP1; UPF BP2; 7:2; 8:1; 8:2; 10:2 ¢ 11:1 foram amplificados utilizando a Salmonella
hospedeira, e avaliada a qualidade litica para verificacdo da viabilidade. Para avaliar a acdo
litica, os isolados de SG foram incubados em BHI a 37+1°C até a cultura atingir a fase
exponencial (over night). Inoculou-se 100uL da suspensdo bacteriana em placa de Tryptic soy
agar (TSA), e foi vertido e homogeneizado sobre a superficie meio semi-sélido (Tryptic soy
broth — TSB, com 0,6% de agar-agar) para formar sobrecamada. Apods solidifica¢do foi
inoculado 10uL de cada fago em triplicata. Incubou-se por 4 a 6 horas e, realizou-se a leitura
buscando a presenca de halos de lise que caracterizam as unidades formadoras de placas (UFP).

Como controle negativo foi utilizado 10uL de TSB estéril.

Determinacéo dos isolados formadores de biofilmes. O método foi baseado nas técnicas
descritas por Rodrigues et al. (2009) e Stepanovic et al. (2000; 2007), com modificagdes. As
cepas de SG foram cultivadas caldo TSB sem glicose, sob 24 horas a 37+1°C. Foi utilizado
como controle positivo uma cepa de Salmonella Typhimurium (ATCC 14028) sabidamente
formadora de biofilmes e como controle negativo caldo TSB sem glicose estéril.
Posteriormente, foi realizada a dilui¢ao da suspensdo bacteriana, de modo que corresponda a
escala 1 de MacFarland. Foram inoculadas 200 uL de cada suspensdo, em triplicata, em placas
de microtitulagdo de poliestireno com 96 pocos, estéreis e de fundo plano (KASVI®), incubadas
a 22+1°C e 42+1°C por 24 horas em condi¢@o atmosférica ambiente (aerobiose). Apos periodo
de incubagdo, a suspensao bacteriana de todos os pogos foi aspirada, e cada poco lavado trés
vezes com 250 pL de solucdo de cloreto de sodio estéril a 0,9% (Synth®). O biofilme foi fixado
com 200 pL de metanol (Neon®) por 15 minutos, as placas secas a temperatura ambiente,
coradas com 200pL de solucdo de cristal violeta de Hucker (Vetec®) a 2% por 5 minutos,
lavadas em agua corrente e secas a temperatura ambiente. Apos, a absorbancia foi lida em leitor
de placas de ELISA (Rosys Anthos®2010) a 550 nm. Foram realizadas duas repeti¢des deste
experimento. Para a interpretacdo dos resultados, foram avaliadas as densidades opticas (DOa)
de cada uma das cepas, obtidas através da média aritmética da absorbancia dos pogos, e o valor
comparado com a absorbancia média dos controles negativos (DOcn), utilizando a seguinte

classificagdo para determinar a formagdo de biofilme: nao formagdo de biofilme (DOa <
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DOcn), fraca formagao de biofilme (DOcn < Doa < 2.DOcn), moderada formacao de biofilme
(2.DOcn < DOa <4.D0Ocn) e forte formagao de biofilme (4.DOcn < DOa).

A partir dos resultados obtidos nos ensaios, foram selecionados 15 isolados,
classificados fenotipicamente como multirresistentes a antimicrobianos, com capacidade de
formar biofilme, e sensiveis a agao litica dos bacteridfagos, para determinacao da sensibilidade

a desinfetantes em células planctonicas e deteccao dos genes de viruléncia

Teste de eficacia de desinfetantes em células planctdnicas. Foi avaliada a resisténcia
individual de 15 S. Gallinarum, em fase planctonica, frente a um desinfetante comercial
(composi¢do: sulfato hidrogenado de potassio, dodecil benzeno sulfonato de sédio,
monopersulfato de potassio, sulfato de potéassio, acido sulfamico), seguindo metodologia de
dilui¢do com células planctonicas em suspensdo, da Portaria n° 101 (BRASIL, 1993). O
desinfetante foi testado nas concentragoes 1%, 1,5% e 2%. Como matéria organica interferente
foi utilizada uma solucdo de carne de frango estéril com concentragdo final de 0,43 mg/mL de
matéria organica a ser adicionada nos tubos com solugao desinfetante. Os tempos de contato da
bactéria com o desinfetante avaliados foram 2, 5 e 10 minutos. Para avaliar a sobrevivéncia
bacteriana foi utilizado caldo BHI com solugdo neutralizante (Tween 80, Neon®; lecitina de
soja e tiossulfato de sédio, Dindmica®™), incubados por 96 h a 36 + 1°C. Foram considerados
positivos os tubos com turvagao, formacao de pelicula na superficie ou de precipitado no fundo.

As cepas testadas foram classificadas como resistentes ou sensiveis a agao do desinfetante.

Deteccao de genes de viruléncia. A caracterizacdo molecular foi realizada através da pesquisa
de 27 genes associados a viruléncia (invA, hilA, IpfA, IpfC, sefA, agfA, spvC, spvB, pefA, sopE,
avrA, sivH, orgA, prgH, psaN, tolC, sipB, sitC, pagC, msgA, spiA, iroN, sopB, cdtB, sifA, sseL,
stn) utilizando a técnica de PCR. A extragdo do DNA foi realizada através do tratamento
térmico, adaptado de Borsoi et al. (2009). As reagdes de amplificacdo foram realizadas em
termociclador Swift MaxPro (Esco; Singapura), onde as amostras foram submetidas a ciclos de
desnaturagdo, anelamento e extensdo. Apos a amplificacdo, foi realizada a eletroforese em gel
de agarose 1,5% corado com brometo de etideo. A analise dos produtos amplificados foi feita
através da visualizagdo das bandas correspondentes em transluminador de luz ultravioleta
MacroVue (Pharmacia LKB Biotechnologies; Uppsala, Suécia). A sequéncia dos primers que
foram utilizados para a deteccdo dos genes de viruléncia estdo descritos na Tabela 1. A

concentragdo dos reagentes do mix e as condi¢des de amplificagdo no termociclador foram
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adaptadas a partir de trabalhos j& realizados (Skyberg; Logue & Nolan, 2006; Peterson et
al.,2010; Borges et al., 2013).

Com base no perfil fenotipico e genotipico detectado foi selecionada uma amostra (SG
18) para avaliar a formacao de biofilmes em cascas de ovos e a capacidade de remocgdo pela

desinfeccao quimica.

Formacéo de biofilme em casca de ovos e remogédo quimica. A metodologia utilizada foi a
de Spricigo et al. (2013), com algumas modifica¢des. O ensaio foi realizado utilizando ovos
cedidos por incubatorio de matrizes comerciais, previamente higienizados com alcool 70% e
deixados secar em temperatura ambiente em capela de fluxo laminar. Foram utilizados 10 ovos
para cada temperatura de incubacdo (22+1°C, 36£1°C e 42+1°C), ou seja, cinco repeti¢des em
cada tratamento, sendo 5 ovos para avaliacdo da formag¢ao de biofilmes antes da desinfeccao, e
5 para verificar a remogdo do biofilme pelo uso do desinfetante, além dos controles negativos.
Os ovos foram imergidos individualmente em uma suspensio bacteriana de 10’ UFC/mL de
SG18 por 30 minutos e deixados secar em temperatura ambiente em capela de fluxo laminar
por 1 hora. Apds, foram incubados nas temperaturas de 36=1°C, 22+1°C e 42+1°C por 24 horas,
em saquetas homogeneizadoras de amostras estéreis. Apds, 5 ovos de cada tratamento sofreram
remocdo das células planctonicas por enxague com adgua peptonada 0,1% (Himedia®) estéril,
foram acondicionados em novas saquetas estéreis homogeneizadoras de amostras com 30 mL
de agua peptonada 0,1% (HiMedia®) previamente esterilizada, sonicados por 10 minutos em
banho de ultrassom (frequéncia de 40 kHz e poténcia de 81 W) para desadesao de células sésseis
(Webber, 2015; Scherba et al., 1991). Diluigdes apropriadas foram transferidas para placas de
Petri contendo agar PCA (PCA, HiMedia®) para quantificagdo utilizando o método de
contagem em gota (drop plate), inoculando cinco gotas de 10 uL de cada dilui¢do, com leitura
apos 24 horas de incubacao a 37°C.

O desinfetante comercial (sulfato hidrogenado de potassio, dodecil benzeno sulfonato
de s6dio, monopersulfato de potassio, sulfato de potassio, acido sulfamico), na concentracao de
1,5%, foi dispensado cerca de 10 mL em 5 ovos de cada temperatura utilizando um borrifador,
de forma a ser completamente banhado, e agiu pelo tempo de 5 minutos. Para remocao das
células planctonicas, e cessar a atividade desinfetante, foi utilizada agua peptonada 0,1%
suplementada com agentes neutralizantes (Joseph et al. 2001; ISO 18593:2012). Apds esta
etapa, o procedimento para quantificacdo foi semelhante ao descrito anteriormente, para

verificar a formacao de biofilmes nos ovos antes da desinfeccao.
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Analise estatistica
Os resultados obtidos foram analisados com auxilio dos programas Microsoft Excel,
para determinagdo de frequéncias absolutas e relativas, e Assistat versao 7.7 beta (SILVA

2014) para ANOVA, teste Tukey e Qui-quadrado, a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Perfil de resisténcia aos antimicrobianos

Das amostras de SG testadas, 45/46 (97,8%) foram resistentes a azitromicina
(macrolideos) e 4cido nalidixico (quinolonas). Destas, 11/46 (23,9%) sendo caracterizadas com
resisténcia multipla (multirresistentes), por apresentarem resisténcia a trés ou mais classes de
antimicrobianos (Lertworapreecha et al., 2012; Schwarz et al., 2010; Magiorakos et al., 2012;
NARMS, 2012). Outra interpretacdo proposta na literatura ¢ a caracterizacdo da
multirresisténcia através da analise do IRMA, conforme a Tabela 2. Segundo Krumperman
(1983), o IRMA > 0,2 ¢ um dos indicadores relacionados ao fendmeno da multipla resisténcia,
indicando um risco para saude animal e humana, pois o tratamento de enfermidades fica
dificultado. Nestas amostras de SG, 45/46 (97,8%) apresentaram IRMA > 0,2.

Destacam-se as SG com IRMA 0,5, que tiveram resisténcia a cinco dos antimicrobianos
testados, pois muitos destes principios ativos sdo comumente indicados para os tratamentos
convencionais da SG, denotando a importancia da busca de alternativas para o controle deste
microrganismo. Entretanto, observou-se que todas as SG testadas apresentaram sensibilidade a
colistina (polimixina B) e ao cloranfenicol, resultado relevante para a saude da populacao, ja
que a estes sdo antibioticos de primeira escolha para o tratamento de diversas infec¢des (Jayol
etal., 2017; Chiou et al.,2017).

Nos periodicos buscados nao foram encontrados relatos de um perfil de multirresisténcia
em SG, conforme observado no presente estudo. Porém, a resisténcia as quinolonas ja foi
relatada em cepas de S.Typhimurium (Yaun & Guo, 2017) . Em outro estudo identificaram um
perfil de resisténcia a eritromicina e a estreptomicina, ao compararem cepas de SG 9R (vacinal)
e de isolados de campo (Lee et al., 2013). Estas dados sugerem a busca de novas estratégias

para a determinacdo e compreensao de novos padrdes de resisténcias. Deste modo, a utiliza¢ao
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de bacteriéfagos pode ser uma excelente alternativa a antibioticoterapia, e para complementar

e/ou substituir terapias convencionais.

Potencial de lise dos bacteriéfagos

Quanto a agao litica de bacteriofagos contra a SG, apenas 7/46 (15,22%) apresentaram
resisténcia a todos os fagos testados para o biocontrole (Tabela 3). Observou-se que a maioria
das SG sofreu lise por pelo menos um fago, e que 58,70% foram lisadas pelos sete fagos
avaliados, demonstrando a eficicia da infec¢do fagica. Dentre os fagos testados, trés deles
(UPF_BPI;10:2; 11:1) apresentaram melhor potencial de lise das SG, com agdo em 38 isolados.
O menor desempenho foi do bacteridofago 7:2, o qual demonstrou um potencial de lise sobre
31/46 (67,39%) das cepas testadas, que ainda significa um bom desempenho quando nos
referimos ao biocontrole com fagos como alternativa a resisténcia a antimicrobianos.

O bacteriofago UPF_BP1, em trabalho anterior (Pottker, 2016), demonstrou um bom
desempenho contra outros sorovares de Salmonella enterica, como S. Brandenburg, S.
Tennessee, S. Agona, S. Schwarzengrund, S. Rissen, S. Lexington e S. Typhimurium. O
bacteriofago UPF BP2 demonstrou um bom desempenho nos sorovares de S. Brandenburg, S.
Anatum, S. Tennessee, S. Agona, S. Bredeney, S. Schwarzengrund, S. Infantis, S. Rissen, S.
Lexington, S. Panama, S. Enteritidis e S. Typhimurium.

Em estudos filogenéticos, os bacteriofagos UPF BP1 e UPF BP2 sdo muito
semelhantes ao fago P22 (Pottker, 2016). Zino et al. (2014) utilizaram o bacteriéfago P22 como
controle bioldgico contra S. Typhimurium em ovos liquidos, bebidas energéticas, leite
desnatado, suco de maca e peito de frango, e houve diminuicao de 2 logs quando comparados
aos controles ndo tratados, indicando que os fagos podem ser uteis no controle de agentes
patogénicos de origem alimentar. Sharma et al. (2015) realizaram um estudo com fagoterapia,
frente aos sorovares S. Enteritidis, S. Heidelberg e S. Typhimurium, que demonstrou uma
redugdo de 4 logs quando comparado aos controles nao tratados. Os bacteriofagos utilizados
nesse estudo podem ser utilizados como uma alternativa eficaz para o controle do tifo aviario,
conforme ja proposto por Hong et al. (2013) que demonstraram esta eficacia em estudo com

utilizagao de bacteriéfagos para o controle de SG in vivo.

Formacéo de biofilmes em placas de microtitulacio de poliestireno
Os resultados de formagao de biofilme podem ser visualizados no Grafico 1. Nao houve
diferenga estatistica (p = 0.0965) entre a formagao de biofilmes nas duas temperaturas testadas,

com a maioria dos isolados formando biofilmes. Entretanto, mais amostras de SG (37/46 -
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80,4%) formaram biofilmes a 42+1°C, com 4 sendo considerados fortemente formadores,
enquanto a 22+1°C 28/46 das SG formaram biofilmes em poliestireno, e 2/46 (4,3%) foram
fortemente aderentes. Duas amostras de SG (4,34%) nao formam biofilme em nenhuma das
temperaturas testadas.

Os ensaios de formagdao de biofilmes, perfil de resisténcia a antimicrobianos e
suscetibilidade aos bacteriéfagos foram utilizados para selecionar 15 SG para determinacao dos

genes de viruléncia e da sensibilidade ao desinfetante em células planctonicas.

Eficacia de desinfetantes em células planctdnicas

O desinfetante comercial foi eficaz, inibindo o desenvolvimento das células
planctonicas das SG, somente na concentracao de 1,5%, no tempo de 5 minutos. Nos demais
tempos e concentragdes foram observadas variagdes nos resultados obtidos, explicado
possivelmente devido a acdo da matéria organica, a qual pode englobar as bactérias e dificultar
a homogeneizacao com a solugdo desinfetante (Jaenisch et al.,2010).

O resultado obtido neste teste foi utilizado para determinagao do tempo e concentragao

utilizados para remogao de células sésseis de SG em casca de ovos.

Genes de viruléncia

O perfil dos genes de viruléncia detectado nas 15 SG selecionadas esta descrito na
Tabela 4. Os genes pesquisados nas SG também foram avaliados por Skyberg; Logue & Nolan
(2006); Peterson et al. (2010); Akiyama et al. (2011); Zou et al. (2011); Derakhshandeh;
Firouzi; Khoshbakht (2013); Elemfareji; Thong (2013); Galdino et al. (2013); Mezal,
Stefanova; Khan (2013); Ben-Abdallah et al. (2014); Mezal et al. (2014); Krawiec et al. (2015),
em diferentes sorovares de Salmonella spp., isolados de varias fontes, demonstrando que estes
genes de viruléncia estdo amplamente distribuidos.

Os genes agfA, sefA, IpfA, IpfC, pefA sao codificadores da fimbria agregativa e esta
associado a adesdo bacteriana a diversas superficies inertes, incluindo aquelas utilizadas na
cadeia de produgdo animal e alimentos, sendo considerado um gene importante para a produgao
de biofilmes (Austin et al., 1998). Todas as SG testadas apresentaram um ou mais desses genes.
Porém nenhuma delas expressou o gene pefA, o qual pode estar ausente em algumas estirpes de
salmonela por ser de origem plasmidial (Skyberg; Logue; Nolan, 2006).

Sao codificadores do Sistema de Secreg¢ao Tipo III (TTSS) os genes SipB, invA, orgA,
prgH e spaN, e estdo envolvidos com a estrutura bacteriana (Skyberg; Logue; Nolan, 2006).

Todas as amostras analisadas apresentaram os genes OrgA e prgH, porém 2/15 (13,33%) nao
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apresentaram o gene SpaN, e outras 2/15 (13,33%) nao apresentaram o gene SipB. O gene invA,
associado a estrutura dos TTSS, esta presente em todas as Salmonella spp. e é considerado o
principal gene-alvo para a deteccdo deste género através da técnica de PCR (Oliveira et al.,
2003; Campioni; Bergamini; Falcdo, 2012; Craciunas et al., 2012; Borges et al., 2013).

Os genes codificadores de proteinas efetoras e proteinas reguladoras secretadas pelo
TTSS, como sifA, avrA, sopE, sopB, sivH e hilA foram detectados em quase todas as SG. O
hilA ¢ encontrado em todas as Salmonella spp., também sendo considerado um gene-alvo para
a detecg@o do género (Campioni; Bergamini; Falcao, 2012; Craciunas et al., 2012).

Apos a invasdo a Salmonella necessita, além de se manter dentro da célula do
hospedeiro, também de se replicar intracelularmente (Peterson et al., 2010). Todas as SG
testadas possuem os genes pagC, SipA, msgA, sseL, tolC, que se caracterizam por conferir
sobrevivéncia no interior de células, inclusive em macrofagos (BORGES et al., 2013).

Os genes de origem plasmidial spvB e spvC também foram pesquisados e, apesar dos
mesmos estarem associados a invasdo e as interagdes iniciais da Salmonella spp. com a mucosa
intestinal, proporcionam a manutengdo e a sobrevivéncia bacteriana no interior das células
(Rotger; Casadesus, 1999; Castilla et al., 2006). O gene spvB foi detectado em 12/15 das
amostras, enquanto 3/15 possuem o gene SpvC. Duas amostras ndo apresentam nenhum desses
genes.

Para sobreviver dentro da célula hospedeira a bactéria precisa obter alguns mecanismos
para a aquisi¢do de ferro (Zhou; Hardt; Galan, 1999; Zaraté-Bonilla et al., 2014). Para isso,
pesquisamos a presenca dos genes SitC e iroN, que codifica uma proteina associada a captagao
de ferro (Zhou; Hardt; Galan, 1999; Skyberg; Logue; Nolan, 2006). Das SG testadas 2/15
apresentaram o gene iroN e 10/15 o gene sSitC.

Apos a invasdo, sobrevivéncia e multiplicacdo intracelular pela Salmonella spp., ela
pode utilizar o gene cdtB, que codifica toxinas associadas a indugdo da apoptose das células
infectadas (Mezal; Bae; Khan, 2014). Dentre as SG testadas nenhuma possui esse gene.
Segundo Skyberg; Logue; Nolan (2006), ¢ provavel que o cdtB esteja restrito a alguns sorovares
de Salmonella spp. Ja o gene codificador de enterotoxina, o stn, foi encontrado em todas as SG
avaliadas, e pode estar relacionado com a ocorréncia de diarreia em hospedeiros infectados
(Chaudhary et al., 2015).

Na busca por estudos sobre genes de viruléncia de SG, até o momento, ndo encontramos
nenhuma publicacdo especifica para a bactéria em questdo. Desta forma, o presente estudo

denota-se muito importante, pois possibilita definir um perfil genotipico de amostras isoladas
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de campo, circulantes nos plantéis de aves e, com isso, auxiliar no entendimento do

comportamento do patogeno.

Formacéo de biofilmes por Salmonella Gallinarum em cascas de ovos e remocédo por
desinfeccao quimica

Avaliando o perfil fenotipico e genotipico das S. Gallinarum (Tabela 5) selecionou-se o
isolado denominado SG 18 para os ensaios de formagao de biofilme em cascas de ovos. Esta
escolha deveu-se ao fato da SG 18 possuir 25 genes de viruléncia, ser multirresistente a
antimicrobianos e formadora de biofilmes a 22 °C e 42°C. Além disso, a SG 18 foi suscetivel
a maioria dos bacteridéfagos testados, apresentando resisténcia somente ao fago 7:2.

Houve maior formagdo de biofilme nas cascas de ovos pela SG 18 na temperatura de
22°C (4,656 logioUFC/cm?), com diferenca estatistica quando comparado aos biofilmes
formados a 36°C e 42°C. As salas de ovos de incubatérios e granjas de reprodutores
permanecem nesta faixa de temperatura, cerca de 22°C, para evitar o inicio do desenvolvimento
embrionario. A temperatura abaixo de 26°C torna a divisao celular mais lenta, e abaixo de 21°C
cessa completamente, retardando o desenvolvimento embrionario (Gomes, 2013). A acao do
desinfetante comercial, na concentracdo 1,5% e tempo 5 minutos, promoveu remogao do
biofilme, estatisticamente significativa, apenas na formacao a 22°C, propiciando uma redugao
de 3,125 logio (Tabela 6).

A maior formagdo de biofilme na temperatura de 22°C pode estar relacionada a
capacidade de adaptacdo da SG a esta temperatura, uma vez que, estando em condigdes
indspitas, a capacidade de formagao de biofilme pode ser a melhor alternativa para garantir sua
sobrevivéncia no ambiente (Fuster-Valls, 2008; Webber, 2015). A temperatura de 42°C ndo
haveria necessidade da SG deixar a forma planctonica para a séssil, por ser esta a temperatura
corporea da ave, podendo este ser um dos fatores que levaram a menor formacao de biofilmes
nesta condigao.

Uma vez que a SG pode ser transmitida tanto por via vertical como horizontal, o
conhecimento sobre a capacidade de formagao de biofilme em cascas de ovos € muito relevante,
pois a contaminag@o microbiana pode ser carreada para dentro dos incubatorios, € ocorrer a
transmissdo para o pintainho no momento da eclosdo (bicagem), ou se as aves entrarem em
contato com as cascas dentro do nascedouro. Ressaltamos que, at¢ o momento, ndo foram
encontrados outros estudos publicados avaliando a formacgao de biofilme por SG em cascas de

OoVvos.
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As razodes pelas quais obtivemos uma maior contagem de UFCs, apos a utilizagdo do
desinfetante, podem estar vinculadas a muitos fatores, mas principalmente a forma de agitacao
(banho de ultra-som), a composi¢do da substancia polimérica extracelular (EPS), a ag¢do do
desinfetante rompendo as moléculas do EPS. E, ainda pode ser espiculado o desprendendo as
células bacterianas e oportunizando assim o inicio da sua multiplicacao.

Os isolados de Salmonella Gallinarum estudados, as quais foram estavam circulantes
nos plantéis avicolas, possuem habilidade de formagao de biofilme em diferentes superficies,
incluindo cascas de ovos, fato relevante por possibilitar a disseminagdo da bactéria aderida a
caixas, caminhdes e outros materiais. O perfil genotipico, tragado no presente estudo, reforca a
importancia dos resultados obtidos, e contribuiu para que possamos conhecer o potencial de
viruléncia da SG. As SG sdo multirresistentes as drogas antimicrobianas, nos reservando um
futuro cendrio preocupante, uma vez que temos poucas alternativas para o controle desse
patogeno e, também, pela possibilidade de recombinagdo génica com outras bactérias.
Entretanto, obteve-se um resultado bastante relevante, pois as SG sofreram a acdo litica por
bacteriofagos, nos direcionando a um préospero caminho para o controle sanitario, ao termos

esta alternativa bioldgica para o controle quimico deste microrganismo.

CONCLUSOES
A presenca de genes de viruléncia, a multirresisténcia e a capacidade de formar

biofilmes em diferentes superficies e temperaturas pelas S. Gallinarum estudadas, isoladas de
aves comerciais, nos faz supor que estes podem ser fatores relevantes para que a SG se
mantenha presente nos plantéis avicolas e esteja envolvida em surtos sanitdrios intermitentes.
A possibilidade de controle bioldgico da SG por bacteriéfagos traz uma alternativa promissora

para a contencdo deste microrganismo.
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Tabela 1. Primers utilizados para a amplificagdo dos genes de viruléncia.
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Gene Primer sequence (5°-3°) IS:?:? Reference
InfA CTTTCGCTGCTGAATCTGGT 750 Borges et al.
P CAGTGTTAACAGAAACCAGT 2013
AGfA TCCACAATGGGGCGGCGGCG ;50  Borgesetal
g CCTGACGCACCATTACGCTG 2013
“ofA GATACTGCTGAACGTAGAAGG g Borgesetal
GCGTAAATCAGCATCTGCAGTAGC 2013
A GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA ,gq  Borgesetal
TCATCGCACCGTCAAAGGAACC 2013
hilA CTGCCGCAGTGTTAAGGATA 497 Borges et al.
CTGTCGCCTTAATCGCATGT 2013
AUTA GTTATGGACGGAACGACATCGG ;g5 Borgesetal.
ATTCTGCTTCCCGCCGCC 2013
SODE ACACACTTTCACCGAGGAAGCG 308 Borges et al.
P GGATGCCTTCTGATGTTGACTGG 2013
sivH CAGAATGCGAATCCTTCGCAC 763 Borges et al.
GTATGCGAACAAGCGTAACAC 2013
sovC CGGAAATACCATCTACAAATA o  Borgesetal
P CCCAAACCCATACTTACTCTG 2013
IpfC GCCCCGCCTGAAGCCTGTGTTGC ” LOSEZPE o
AGGTCGCCGCTGTTTGAGGTTGGATA & Sooe
SpVB CTATCAGCCCCGCACGGAGAGCAGTTTTTA 17 Lfﬁg?f\fffan
GGAGGAGGCGGTGGCGGTGGCATCATA £ ooe
oA GCGCCGCTCAGCCGAACCAG 157 LOSIJZPS fl;an
P GCAGCAGAAGCCCAGGAAACAGTG & Soos
oraA CAGCGCTGGGGATTACCGTTTTG 555 LoSkZPIiIrfl;an
g TTTTTGGCAATGCATCAGGGAACA guz s
. GCCCGAGCAGCCTGAGAAGTTAGAAA e L Sk-‘/_b;r &
Prg TGAAATGAGCGCCCCTTGAGCCAGTC o
soaN AAAAGCCGTGGAATCCGTTAGTGAAGT so4 L Sky.bg gl; N
P CAGCGCTGGGGATTACCGTTTTG e
olC TACCCAGGCGCAAAAAGAGGCTATC 61 Losﬁz_bg fl;an
CCGCGTTATCCAGGTTGTTGC & sooe
sioB GGACGCCGCCCGGGAAAAACTCTC - LOSEZ,"gffan
P ACACTCCCGTCGCCGCCTTCACAA & sooe
Skyberg;
SitC CAGTATATGCTCAACGCGATGTGGGTCTCC 768 Logus: Nojan,

CGGGGCGAAAATAAAGGCTGTGATGAAC

2006
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CGCCTTTTCCGTGGGGTATGC

Skyberg;

pagC GAAGCCGTTTATTTTTGTAGAGGAGATGTT 454 Loguzeéé\é"lan’
oA GCCAGGCGCACGCGAAATCATCC 159 Losﬁngffan
g GCGACCAGCCACATATCAGCCTCTTCAAAC & Soos.
SoiA CCAGGGGTCGTTAGTGTATTGCGTGAGATG 550 L Sky_bggl;an
P CGCGTAACAAAGAACCCGTAGTGATGGATT "guzeo’o 6" ’
oN CCGCGTTATCCAGGTTGTTGC 1205 LOSkngffan
ACTGGCACGGCTCGCTGTCGCTCTAT gu2(,)0 .
Skyberg;
sopp  CGGACCGGCCAGCAACAAAACAAGAAGAAG 0 9708
P TAGTGATGCCCGTTATGCGTGAGTGTATT Oguzeo’o 60 at,
B ACAACTGTCGCATCTCGCCCCGTCATT 268 Losﬁz_bg fl;an
CAATTTGCGTGGGTTCTGTAGGTGCGAGT & sooe
SifA TTTGCCGAACGCGCCCCCACACG 449 LOSIJZPE fl;an
GTTGCCTTTTCTTGCGCTTTCCACCCATCT & sooe
ssel. TTCCGCGACAACCGACCTTTCTAA 169 Peterson et al.,
TTCTTGAACCAGACCTTGCGTTGC 2010
stn TTGTGTCGCTATCACTGG CAACC 619 Borges et al.
ATTCGTAACCCGCTCTCGTCC 2013
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Tabela 2. Perfil de resisténcia e indice de resisténcia multipla a antimicrobianos (IRMA) de

Salmonella Gallinarum.

Perfil de Padrao de resisténcia aos Amostras de SG IRMA
resisténcia antimicrobianos (n=46)
1 Azi, Nal, Amp, Tet, Cfz* 1 0,5
2 Azi, Nal, Amp, Tet, ENO* 1 0,5
3 Azi, Nal, Cfz, ENO, CIp* 1 0,5
4 Azi, Nal, Tet, Amp* 2 0,4
5 Azi, Nal, Cfz, ENO* 2 04
6 Azi, Nal, ENO 4 0,3
7 Azi, Nal, Cfz* 2 0,3
8 Azi, Nal, Cip 2 0,3
9 Azi, Nal, Amp* 1 0,3
10 Azi, Nal, Tet* 1 0,3
11 Azi, Nal 28 0,2
12 Nal 1 0,1

Legendas: Quinolonas: Cip = ciprofloxacina 5 pg, Nal = acido nalidixico 30 pg, ENO = enrofloxacina 5 pg;
Macrolideos: Azi = azitromicina 15 pg; Fenicoéis: Clo = cloranfenicol 30 pg; Polimixinas: Col = colistina 10 pg;
B-Lactamicos: Amp = ampicilina 10 pg, Cfz = cefazolina 30 pg; Tetraciclinas: Tet = tetraciclina 30 pg.

*: multirresisténcia (resisténcia a trés ou mais classes de antimicrobianos ).



Tabela 3. Perfil de resisténcia aos bacteriéfagos de Salmonella Gallinarum.

Perfil de ~ Ca . Amostras
R Padrao de resisténcia aos Porcentagem
resisténcia a bacteriofagos de SG (%)
bacteriofagos (n=46)
UPF _BPI1; UPF BP2; 7:2; 8:1; 8:2;
1 10:2e11:1 7 15,22
2 UPF _BPI1; UPF BP2; 7:2; 8:1; 8:2; 1 2.17
10:2
3 UPF _BP2; 7:2; 11:1 1 2,17
4 UPF_BP2; 7:2; 8:1 1 2,17
5 7:2;8:2 1 2,17
6 7:2; 8:1 2 4,36
7 UPF_BP2; 8:1 1 2,17
8 7:2 2 4,36
9 UPF_BP2 1 2,17
10 UPF_BP1 1 2,17
11 8:1 1 2,17
12 - 27 58,70
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Grafico 1. Formagao de biofilme em poliestireno por Salmonella Gallinarum.
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Legendas: Nao formadoras de biofilme: D.Oa <0,146; fracamente formadoras: 0,146< D.0a<0,292;

moderadamente formadoras: 0,292< D.0a<0,584; fortemente formadoras: D.0a>0,584.



Tabela 4. Perfil dos genes de viruléncia detectados em Salmonella Gallinarum.
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Perfil
genotipico

Genes de viruléncia detectados

Amostras de SG
(n=15)

Porcentagem
(%)

invA, hilA, avrA, sefA, IpfA, agfA,
SOpE, spvC, sivH, spvB, spiA, pagC,
msgA, sipB, prgH, spaN, orgA,
tolC, iroN, sitC, IpfC, sifA, sopB,
sselL, stn

13,33

invA, hilA, avrA, sefA, IpfA, agfA,
SopE, sivH, spvB, spiA, pagC,
msgA, sipB, prgH, spaN, orgA,
tolC, sitC, IpfC, sifA, sopB, sseL, stn

40,00

invA, hilA, avrA, sefA, IpfA, agfA,
SopE, spvC, sivH, spvB, spiA, pagC,
msgA, sipB, prgH, spaN, orgA,
tolC, IpfC, sifA, sopB, sseL, STN

6,67

invA, hilA, avrA, sefA, IpfA, agfA,
sivH, spvB, spiA, pagC, msgA, sipB,
prgH, spaN, orgA, tolC, sitC, IpfC,
sifA, sopB, sseL, stn

6,67

invA, hilA, avrA, sefA, IpfA, agfA,
SOpE, sivH, spvB, spiA, pagC,
msgA, sipB, prgH, orgA, tolC, sitC,
IpfC, sifA, sopB, sseL, stn

6,67

invA, hilA, avrA, sefA, IpfA, agfA,
SOpE, sivH, spvB, spiA, pagC,
msgA, prgH, orgA, tolC, IpfC, sifA,
SopB, sseL, stn

6,67

invA, hilA, avrA, sefA, IpfA, agfA,
SOpE, sivH, spiA, pagC, msgA,
prgH, orgA, tolC, IpfC, sifA, sopB,
sseL, stn

6,67

invA, hilA, avrA, sefA, IpfA, agfA,
spvC, sivH, spiA, pagC, msgA,
prgH, orgA, tolC, sifA, sopB, sseL,
stn

6,67

invA, hilA, avrA, sefA, IpfA, agfA,
SivH, spiA, pagC, msgA, prgH,
orgA, tolC, sifA, sopB, sseL, stn

6,67
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Tabela 5. Perfil fenotipico e genotipico de Salmonella Gallinarum.

Perfil fenotipico

Isolados Perfi.l Perfil de resisténcia Perfil de F0|.rmfalgéo de
genotipico! resisténcia a biofilmes*
a bacteriéfagos?
antimicrobianos®  22+1°C  42+1°C
SG 12 2 12 11 MD NA
SG 15 3 12 11 MD NA
SG 16 6 1 5 FO MD
SG 17 2 12 11 MD FR
SG 18 1 8 5 MD FR
SG 27 4 11 11 FR MD
SG 28 8 12 11 FR MD
SG 29 2 12 11 FR FR
SG 31 7 12 1 FR MD
SG 32 2 12 4 FR FO
SG 33 9 12 2 FR FO
SG 34 2 1 11 FO FO
SG 36 2 12 6 MD MD
SG 45 5 12 11 NA FR
SG 46 1 12 10 FR FR

Legendas: FO: fortemente formadora; MD: moderadamente formadora; FR: fracamente formadora; NA: ndo

formadora de biofilme; ': dados na Tabela 3; 2: dados na Tabela 2; 3: dados na Tabela 1; *: dados no Gréfico 1.
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Tabela 6. Formacgao de biofilmes em cascas de ovos por Salmonella Gallinarum sob diferentes

temperaturas de incubagdo e remocao por desinfeccao quimica.

Formacéo de biofilme

Tratamentos (logioUFC/cm?)
22°C 36 °C 42°C
Antes da desinfeccao 4,656 aA 2,726 bA 0,451 cA
Apos desinfetante comercial 1,531 aB 3,714 bA 0,939 aA

As médias seguidas das mesmas letras mintisculas nas linhas, e das mesmas letras maiusculas nas colunas, nao

diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados atingidos sdo de grande relevancia, uma vez que existem poucos estudos
com Salmonella Gallinarum, principalmente com isolados de plantéis avicolas, e pelo tifo
aviario ser uma enfermidade com impactos econdmicos devido a grandes perdas de produgao,
condenacdo de carcacas e restrigdes de exportagao.

Este trabalho nos esclarece algumas hipdteses sobre a disseminagdo da SG e a
ocorréncia de surtos sanitarios, principalmente pela confirmagdo da habilidade dos isolados
formarem biofilmes em diferentes superficies e temperaturas. Sobretudo, pela adesdo em cascas
de ovos de reprodutoras, uma vez que ainda nao havia sido relatada essa habilidade da SG em
periodicos buscados. Além disso, observamos uma certa dificuldade na remog¢ao quimica das
células sésseis das cascas de ovos, pois houve reducdo em um dos tratamentos, mas nao
eliminagdo dos microrganismos aderidos, demonstrando a relevancia do estudo para diferentes
niveis da cadeia produtiva, ¢ indicando que pode existir essa lacuna a ser controlada pelo
sistema de producdo. Soma-se a estes dados a importancia da detec¢ao de genes de viruléncia
nestas amostras, caracterizando esse trabalho como inédito, uma vez que héa poucos registros
na literatura de perfil genotipico em SG. Deste modo, pode-se contribuir no conhecimento do
potencial de viruléncia deste biovar, auxiliando na compreensdo do comportamento deste
patogeno em episddios sanitarios, bem como no controle e prevencao de surtos.

A expressao de multirresisténcia a drogas antimicrobianas, uma preocupacao de todos
os seguimentos de saide humana e animal, faz-nos cogitar a possibilidade deste resultado ser
reflexo de tratamentos inadequados com antibioticos contra SG nos plantéis avicolas, levando
a uma pressdao de selecdo e resisténcia a diferentes principios ativos. Principalmente se
avaliarmos que reprodutores infectados ndo podem ser tratados, mas sim ter os lotes de aves e
ovos eliminados. Embora a SG ndo tenha repercussao em satde publica, a saide humana pode
ser afetada, pois o uso inadequado de drogas antimicrobianas em animais de produg¢ao repercute
diretamente na resisténcia a estes principios ativos, devido as possibilidades de transferéncia de
genes entre diferentes espécies bacterianas, ndo apenas causadoras de doencas em animais mas,
também, em seres humanos.

Este trabalho mostra que necessitamos de alternativas assertivas para o tratamento e
controle desta enfermidade em plantéis de animais de produgdo, e demonstrar que a
oportunidade de aplicagdo de biocontrole utilizando bacteriéfagos contra as SG se mostrou

efetivo nos testes realizados. Assim, com esse estudo, identificamos a oportunidade de novas
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pesquisas para a viabilizagdo da utilizagdo de bacteriofagos no controle deste importante

patdgeno.
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