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1. INTRODUCAO

As doencas transmitidas por alimentos (DTA) sao enfermidades de grande
importancia em saude publica, causadas pela ingestdo de alimentos contendo
micro-organismos patogénicos ou produtos do seu metabolismo. Dentre os micro-
organismos causadores de DTA, Salmonella spp. € um dos mais envolvidos em
surtos registrados no Brasil (BRASIL, 2017).

As bactérias do género Salmonella sdo patogénicas tanto para humanos
como para animais, podendo causar um conjunto de sinais clinicos de infec¢édo
gastrointestinal, com gravidade variavel de acordo com o sorovar envolvido e a
condicdo imunologica do hospedeiro. A salmonelose estd associada,
principalmente, aos alimentos de origem animal, como carnes e ovos. Na maioria
dos casos, a doenca é autolimitante, com sinais brandos de gastroenterite e sem
a necessidade do emprego de antimicrobianos (SHINOHARA et al.,, 2008).
Entretanto, os antimicrobianos séo utilizados em quadros sistémicos e graves, e
apesar da suscetibilidade do patégeno frente a esses agentes, um numero
relevante de estirpes envolvidas em surtos apresentam perfil de resisténcia, e por
vezes de multirresisténcia, dificultando o tratamento da doenca (DIAS et al.,
2013).

Em condi¢cdes adversas, as bactérias do género Salmonella podem ser
capazes de formar biofilme, formando uma massa celular por meio de filamentos
de natureza proteica ou polissacaridica, que facilita sua adesdo em superficies
bidticas ou abidticas, possibilitando a sua multiplicacdo nesses locais (WINFIELD
& GROISMAN, 2003). A formacdo de biofilme é preocupante uma vez que as
bactérias envolvidas nessa organizacdo possuem maior capacidade de
resisténcia as condicoes de estresse, bem como aos antimicrobianos e
desinfetantes (HOIBY et al.,, 2010), garantindo a manutencdo dos micro-
organismos no biofilme. Além disso, a formacao de biofilme constitui um perigo
permanente de contaminacdo dos alimentos produzidos na superficie em que
estdo aderidos, trazendo riscos a saude do consumidor.

Diante do exposto, este estudo teve como objetivo avaliar a capacidade de
formacdo de biofiilme em aco inoxidavel e o perfil de resisténcia fenotipico e
genotipico a antimicrobianos em isolados de Salmonella spp. provenientes de
alimentos e ambiente de processamento de alimentos.

2. METODOLOGIA
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2.1 AVALIACAO DA CAPACIDADE DE FORMACAO DE BIOFILME

Foram selecionados vinte e seis isolados de Salmonella spp. provenientes
de alimentos e ambiente de processamento de alimentos, oriundos da colecéo de
culturas do Laboratério de Microbiologia de Alimentos (DCTA/FAEM/UFPel).

Para avaliacdo da capacidade de formacdo de biofilme, os isolados
cultivados em agar Triptona de Soja (TSA) (37 °C / 24 h) foram padronizados na
escala 0,5 de McFarland (~ 1,5 x 10° UFC.mL™). Apés, uma aliquota (1 mL) foi
transferida para tubos de ensaio contendo 9 mL de caldo Triptona de Soja (TSB)
onde estavam imersos cupons de aco inoxidavel (1 cm?) e os tubos foram
incubados a 10 e 22 °C por 48 h. Em seguida, foram realizadas as lavagens e
diluicdes decimais, com posterior semeadura em placas de Petri contendo TSA, e
incubou-se a 37 °C por 24 h (FERNANDES, 2014). O teste foi realizado em
triplicata.

2.2 AVALIACAO DA SUSCETIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS

O teste de suscetibilidade a antimicrobianos foi realizado pela técnica de
disco difusdo em &gar, de acordo com o Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2015). Foram testados 15 antimicrobianos: ampicilina,
amoxicilina/acido clavulanico, cefotaxima, cefalotina, gentamicina, tobramicina,
estreptomicina, imipenem, &cido nalidixico, ciprofloxacina, sulfonamida,
trimetoprim/sulfametoxazol, trimetoprim, tetraciclina e cloranfenicol. O teste foi
realizado em duplicata.

2.3 AVALIAC}AO DA PRESENCA DE GENES DE RESISTENCIA

Os isolados que apresentaram perfil fenotipico de resisténcia foram
submetidos a técnica de PCR para deteccdo de genes de resisténcia. Foram
avaliados os genes para classe dos B-lactamicos (blargv), aminoglicosideos
(aadA, strA e strB), tetraciclinas (tetA, tetB), inibidores da sintese do folato (sull,
sul2 e dfrA) e fenicéis (catAl e floR). As condi¢cdes de cada reacdo seguiram 0S
protocolos dos autores dos respectivos primers. Os produtos gerados na PCR
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%, durante 70 minutos, e
em seguida, o gel foi analisado em transiluminador.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Um isolado bacteriano € considerado como formador de biofilme, em
superficie de a¢o inox, quando alcanca concentracdes microbianas superiores a 5
log UFC.cm™ (RONNER e WONG, 1993). De acordo com esse critério, todos os
26 isolados de Salmonella spp. avaliados neste estudo foram formadores de
biofilme, tanto a 10 como a 22 °C. A média das contagens bacterianas variou
entre 5,2 e 7,6 log UFC.cm™ a 10 e 22 °C, respectivamente. Observou-se uma
maior formacdo de biofilme a 22 °C, o que corrobora o estudo realizado por
KARACA et al. (2013), que avaliaram a capacidade de formacgao de biofilme de
isolados de Salmonella spp. oriundos de produtos de origem animal, nas
temperaturas de 5, 22 e 37 °C.

Todos os 26 isolados (100%) avaliados foram sensiveis a amoxicilina/acido
clavulanico, cefotaxima, cefalotina, tobramicina, imipinem e ciprofloxacina, sendo
esse resultado semelhante ao encontrado por PANDINI et al. (2015). Em
contrapartida, resisténcia a sulfonamidas e estreptomicina foi observada em 6
isolados (23,07%), a tetraciclina em 5 isolados (19,23%), ampicilina, acido
nalidixico, sulfametoxazol-trimetoprim e trimetoprim em 4 isolados (15,38%) e
cloranfenicol em 3 isolados (11,53%).
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Apesar de 16 isolados (61,53%) apresentarem sensibilidade a todos os
antimicrobianos testados, 10 (38,46%) apresentaram perfil de resisténcia e 7
(26,92%) apresentaram perfil de multirresisténcia. As bactérias que apresentam
resisténcia ou multirresisténcia possuem potencial de disseminag¢do mais rapido e
menor resposta ao tratamento, gerando infeccdes mais graves e persistentes
(BAUER-GARLAND et al., 2006).

Maior percentual de resisténcia foi observado para estreptomicina
(23,07%), sulfonamidas (23,07%) e tetraciclinas (19,23%). CHEN et al. (2014)
também encontraram maior resisténcia a esses antimicrobianos em isolados de
Salmonella spp., provenientes de carne comercializada em supermercados da
cidade de Washington, EUA, em 61%, 42% e 68%, respectivamente. Essas
maiores taxas podem ser justificadas pela intensa utilizacdo desses farmacos na
producdo animal (LOPES et al., 2014).

Dentre os isolados com perfil fenotipico de resisténcia, 7 (26,92%)
apresentaram genes de resisténcia para pelo menos uma classe de
antimicrobianos. Foram detectados os genes aadA (5/7), blargw, sull e tetA (4/7),
strA, strB e floR (2/7), sul2, tetB e catAl (1/7). Outros estudos também
apresentaram resultados elevados para a presenca dos genes de resisténcia tetA,
sull e strA-strB, e menor presenca dos genes sul2 e tetB (CHEN et al., 2004;
NDE e LOGUE, 2008). A presenca de genes de resisténcia € preocupante, pois
estes podem estar localizados em plasmideos e transposons, 0s quais podem ser
transferidos entre as células bacterianas, aumentando o numero de isolados
resistentes e promovendo a disseminacdo da resisténcia a antimicrobianos
(SCHWARZ et al., 2016).

4. CONCLUSOES

Isolados de Salmonella spp. provenientes de alimentos de origem animal e
ambiente de processamento de alimentos apresentam capacidade de formar
biofilme em superficie de ago inoxidavel, evidenciando riscos de contaminacao
cruzada com alimentos. Além disso, um numero consideravel de isolados
apresentou resisténcia ou multirresisténcia a antimicrobianos, inclusive
albergando genes de resisténcia, o que constitui um risco a saude publica.
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