UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

Caracterizacio de determinantes de resisténcia a antimicrobianos em
isolados de Salmonella enterica subsp. enterica provenientes da cadeia produtiva de

suinos no sul do Brasil

GRACIELA VOLZ LOPES

PORTO ALEGRE
2014



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

Caracterizacio de determinantes de resisténcia a antimicrobianos em

isolados de Salmonella enterica subsp. enterica provenientes da cadeia produtiva de

suinos no sul do Brasil

*Médica Veterinaria MSc

Autora: Graciela Volz Lopes*

Tese apresentada como requisito
parcial para a obtencdo do grau de
Doutor em Ciéncias Veterindrias
Especialidade na area de
Bacteriologia

Orientadora: Profa. Dra. Marisa

Ribeiro de Itapema Cardoso

PORTO ALEGRE

2014



CIP - Catalogagao na Publicacdo

Lopes, Graciela Volz

Caracterizagdo de determinantes de resisténcia a
antimicrobianos em isolados de Salmonella enterica
subsp. enterica provenientes da cadeia produtiva de
suinos no sul do Brasil / Graciela Volz Lopes. ——
2014.

179 £.

Orientadora: Marisa Ribeiro de Itapema Cardoso.

Tese (Doutorado) —-- Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Faculdade de Veterindria, Programa de
Pbés-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias, Porto Alegre,
BR-RS, 2014.

1. Salmonella. 2. Resisténcia a antimicrobianos.
I. Cardoso, Marisa Ribeiro de Itapema, orient. II.
Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragdo Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).




Graciela Volz Lopes
Caracterizacio de determinantes de resisténcia a antimicrobianos em
isolados de Salmonella enterica subsp. enterica provenientes da cadeia produtiva de
suinos no sul do Brasil

Aprovada em 24 de Marco de 2014.

APROVADA POR

Profa. Dra. Marisa Ribeiro de Itapema Cardoso

Orientadora e Presidente da Comissao

APROVADA POR

Profa. Dra. Gertrudes Cor¢ao

Membro da Comissao

APROVADA POR

Profa. Dra. Mercedes Passos Geimba

Membro da Comissao

APROVADA POR

Profa. Dra. Silvia Dias de Oliveira

Membro da Comissao



Dedico este trabalho aos meus pais, Evoni e Selmar (in memoriam), e aos meus irmaos

Daniela e Samuel.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por todas as oportunidades de aprendizado e por todo cuidado.

A Profa. Dra. Marisa Ribeiro de Itapema Cardoso pela excelente orientacio,
pelo interesse em compartilhar seus conhecimentos e pela amizade ao longo desta
jornada.

Ao Dr. Stefan Schwarz pela orientacdo e agradavel convivio durante o periodo
em que estive no Friedrich-Loeffler Institut, na Alemanha.

A Dra. Geovana Brenner Michael pela orientacdo e apoio em todos os niveis
durante o periodo em que estive na Alemanha. Agradeco imensamente pela leitura
cuidadosa dos artigos e pelas valiosas sugestoes.

A Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES)
pela bolsa de estudos no Brasil.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq)
pela bolsa de estudos no exterior.

Aos colegas Luis Eduardo Silva, Débora Pellegrini e Caroline Pissetti pelo
1solamento das cepas que fizeram parte desta tese.

Aos colegas e amigos do Laboratério de Medicina Veterindria Preventiva da
UFRGS Andréia Ferronatto, Carine Wingert, Carla Escopelli, Caroline Pissetti,
Cristiane Moraes, Débora Pellegrini, Daniel Paim, Eduardo Costa, Elusa
Assunciao, Everton Juffo, Gabriela Werlang, Gustavo Machado, Héber Hein, Jane
Both, Juliana Velasco, Lilian Girardini, Lisiane Moreira, Marjo Bessa, Monica
Maciel, Priscila Guerra, Renata Rodrigues, Tatiana Vieira, Thais Campos,
Vanessa Laviniki, Veronica Machado, Waldemir Santiago e a técnica Vanessa Dias
por compartilharem suas experiéncias e pelos agraddveis momentos de convivéncia.

Aos membros do grupo de pesquisa do Dr. Schwarz: Roswitha Becker, Regina
Ronge, Vivian Hensel, Ute Beermann e¢ Kerstin Meyer pela excelente assisténcia
técnica. Bem como os demais Kristina Kadlec, Andrea FeBler, Sonya Weil}, Sarah
Wendlandt, Moni Ful ¢ Anne Riesenberg pelo convivio e oportunidade de contato
com a cultura alema.

A minha familia pelo imenso companheirismo, palavras de motivacao e
compreensao nos momentos de auséncia.

Finalmente, a todos que de alguma forma colaboraram para realizacdo deste

trabalho.



Caracterizaciao de determinantes de resisténcia a antimicrobianos em isolados de
Salmonella enterica subsp. enterica provenientes da cadeia produtiva de suinos no
sul do Brasil

Autora: Graciela Volz Lopes1
Orientadora: Marisa Ribeiro de Itapema Cardoso

RESUMO

Salmonella enterica subsp. enterica (S.) € considerada umas das causas mais comuns de
doengas transmitidas por alimentos e a carne suina € responsdvel por um nimero
significativo de casos de salmonelose humana. Além do risco apresentado por
Salmonella como patogeno transmitido por alimentos, existe a preocupacdo mundial
com a emergéncia de cepas resistentes a multiplos agentes antimicrobianos. Esta tese
compreende trés estudos que visam determinar as bases fenotipicas e genotipicas da
resisténcia aos agentes antimicrobianos entre isolados de Salmonella obtidos em
diferentes etapas da cadeia produtiva de suinos. Um total de 225 isolados obtidos de
fabricas de rag¢do, ambiente, carcacas e contetiido intestinal de suinos foram submetidos
ao teste de suscetibilidade frente a doze agentes antimicrobianos através da técnica de
disco difus@o. A concentracdo inibitéria minima (MIC) para a ciprofloxacina foi
avaliada através da técnica de diluicdo em 4gar e genes de resisténcia a antimicrobianos
foram investigados através da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) [Capitulo 2].
Resisténcia a, pelo menos, um agente antimicrobiano foi observada em 76 % dos
isolados testados e multi-resisténcia foi encontrada em 40,4 % dos isolados. A
resisténcia ocorreu mais frequentemente a tetraciclina (54,5 %), sulfonamidas (39,6 %)
e estreptomicina (33,7 %). A reduzida suscetibilidade a ciprofloxacina foi observada em
94,1 % dos isolados resistentes ao dcido nalidixico. Foi possivel observar que isolados
de ambiente, conteido intestinal e carcacas apresentaram perfis genotipicos comuns.
Vinte e sete isolados multi-resistentes de S. Derby foram investigados quanto a sua
relacdo genética através da técnica de macro-restricio do DNA total, genes de
resisténcia e presenca de integrons de classe 1 e 2 através da PCR [Capitulo 3]. Mesmo
sendo provenientes de diferentes abatedouros, os isolados foram indistinguiveis em seus
perfis fenotipicos e genotipicos de resisténcia e perfil de macro-restricdo. Eles
carreavam cassetes génicos associados a integrons de classe 1 com uma nova variante
do gene aadA, denominada aadA26, conferindo resisténcia a estreptomicina e
espectinomicina. Os integrons de classe 1 foram identificados supostamente no
cromossomo de S. Derby, uma vez que a hibridizacdo ndo revelou sinal quando DNA
plasmidial foi utilizado como alvo. A andlise das sequéncias que flanqueiam o cassete
génico e a amplificacio do gene merA sugerem a localizacdo em elementos
transponiveis da familia Tn2/. Quarenta e cinco isolados multi-resistentes de S.
Typhimurium foram analisados quanto a sua relagdo genética através da técnica de
macro-restricdo do DNA total. Genes de resisténcia, integrons e genes plasmidiais
mediando resisténcia adquirida as quinolonas (PMQR) foram investigados por PCR. Os
amplicons da regido varidvel dos integrons e da regido determinante de resisténcia as
quinolonas (QRDR) foram sequenciados. Os plasmideos foram caracterizados por lise
alcalina, conjugacdo e identificagdo dos grupos de incompatibilidade [Capitulo 4].
Isolados multi-resistentes de S. Typhimurium apresentaram variabilidade em sua
estrutura genOmica e perfis fenotipicos e genotipicos de resisténcia. Apenas
substituicdes Unicas foram observadas em QRDR do gene gyrA e PMQR ndo foram
encontrados. Integron de classe 1 abrigando o cassete génico aadA ou um integron de



classe 1 atipico com o cassete génico dfrA12-orfF-aadA27 foram caracterizados. Ambos
foram localizados em grandes plasmideos conjugativos. Os genes de viruléncia
plasmidiais de Salmonella spvR, spvA, spvB, rck e pefA foram identificados em um
plasmideo de resisténcia IncFIB. Os estudos realizados permitem concluir que cepas
origindrias de animais e carcagas apresentaram maior frequéncia de resisténcia quando
comparadas com cepas de fabrica de racdo, demonstrando que cepas resistentes
selecionadas na granja podem chegar ao produto final e suinos podem servir como
reservatorios de cepas multi-resistentes de Salmonella para humanos. Nesse sentido, a
localizagdo de genes de resisténcia em elementos genéticos mdveis contribui para a
manutencdo e disseminagdo da resisténcia em isolados de Salmonella provenientes da
cadeia produtiva de suinos.

1 N . . .. o,
Tese de Doutorado, Doutorado em Cié€ncias Veterindrias, Departamento de Medicina Veterindria

Preventiva, Programa de Poés-graduacdo em Ciéncias Veterinarias, Faculdade de Veterindria,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil. (179p) Marco,
2014.
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isolated from pig production chain in Southern Brazil
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ABSTRACT

Salmonella enterica subsp. enterica (S.) is considered one of the most common causes
of food-borne diseases and pork has been associated with a significant number of
human cases of salmonellosis. Additionally to the risk presented by Salmonella as a
food-borne pathogen, there is a global concern about the emergence of antimicrobial
multi-resistant isolates. This thesis comprises three studies that aimed to determine the
phenotypic and genotypic basis of antimicrobial resistance among Salmonella isolates
from different steps of the swine production system. A total of 225 Salmonella isolates
from feed mills, lairage environment, carcasses and intestinal content of the pigs were
tested for antimicrobial susceptibility against twelve different antimicrobial agents by
agar disc diffusion. The minimum inhibitory concentration (MIC) for ciprofloxacin was
screened by agar dilution and antimicrobial resistance genes were investigated by
Polymerase Chain Reaction (PCR) assays [Chapter 2]. Among tested isolates, 76 %
showed resistance to at least one antimicrobial agent and 40.4 % were multi-resistant.
Resistance occurred most frequently to tetracycline (54.5 %), sulphonamides (39.6 %)
and streptomycin (33.7 %). Thirty-two (94.1 %) nalidixic acid-resistant isolates
exhibited decreased susceptibility to ciprofloxacin. It was observed that strains from
lairage, carcasses and intestinal contents displayed common resistance gene profiles.
Twenty-seven multi-resistant S. Derby were investigated for their molecular
relationships by macrorestriction analysis, genotypic resistance and presence of the
class 1 and 2 integrons by PCR assays [Chapter 3]. The isolates from different
slaughterhouses displayed the same phenotypic and genotypic resistance, as well as
indistinguishable macrorestriction pattern. They carried class 1 integron-associated gene
cassette with a new aadA variant, designated aadA26, encoding for streptomycin and
spectinomycin resistance. Since the hybridization experiments did not yield signals
when using plasmid DNA as targets, the class 1 integrons are supposed to be located in
the chromosomal DNA of S. Derby. The sequence of the flanking regions of this gene
cassette and the amplification of the merA gene may indicate the location of the class 1
integron into a Tn2/-related transposon. Forty-five multi-resistant S. Typhimurium
isolates were analysed for their molecular relationships by macrorestriction analysis.
Resistance genes, integrons and plasmid-mediated quinolone resistance genes (PMQR)
were identified by PCR. Amplicons for the variable part of class 1 integrons and from
the quinolone resistance-determining regions (QRDR) were sequenced. Plasmids were
characterized by alkaline lysis, conjugation and replicon typing [Chapter 4]. Multi-
resistant S. Typhimurium isolates showed high variability in their genomic structure and
resistance properties. Only single substitutions were found in the QRDR of gyrA and no
PMQR were found. Class 1 integron with aadA23 gene cassette or an unusual integron
carrying dfrA12-orfF-aadA27 gene cassette were characterized. Both located on large
and conjugative plasmids. Salmonella plasmid-located virulence genes spvR, spvA,
spvB, rck and pefA were found on a multi-resistance IncFIB plasmid. The studies
conducted demonstrate that strains from pigs and carcasses displayed higher resistance
frequency to most antimicrobial tested compared with isolates from feed mills,
demonstrating that resistance genes selected on farm can be found in pork and pigs may



serve as reservoirs of multi-resistant Salmonella strains. In this sense, the location of
resistance genes on mobile genetic elements contributes to the maintenance and spread
of antimicrobial resistance among Salmonella isolates from swine production systems.

! Doctoral Thesis, Douctor of Veterinary Science, Department of Preventive Veterinary Medicine,

Graduate Program in Veterinary Sciences, Faculty of Veterinary, Federal University of Rio Grande do

Sul, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil. (p. 179) March, 2014.
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1 INTRODUCAO

O Brasil destaca-se como um dos maiores produtores mundiais de carne suina.
Em 2013, a China ocupou o primeiro lugar no ranking de produ¢do mundial de carne
suina, seguida pelos paises da Unido Europeia (UE) e Estados Unidos (EUA). O Brasil
ocupou o quarto lugar nesse ranking, produzindo 3,37 milhdes de toneladas. O setor
industrial da carne suina estd concentrado nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste do
Brasil e os trés estados que mais produzem sao Santa Catarina (25,1 %), Rio Grande do
Sul (19,3 %) e Parana (17 %). Devido ao potencial de mercado e os investimentos em
modernizacio da produgdo, o Brasil permanece como o quarto maior exportador, com
581 mil toneladas exportadas (ABIPECS, 2012). A conquista do mercado externo exige
a producdo de alimentos seguros. A auséncia de micro-organismos patogénicos,
principalmente aqueles causadores de zoonoses, nos produtos de origem animal € uma
exigéncia de regulamentos nacionais e internacionais. Entre esses micro-organismos,
Salmonella tem sido a grande preocupacgdo na cadeia produtiva de suinos.

As bactérias do género Salmonella estdo entre as causas mais comuns de
doencas transmitidas por alimentos (DTA) em humanos. O sistema de vigilancia dos
Estados Unidos relatou um total de 19.531 infec¢des causadas por alimentos e
Salmonella foi o agente mais frequentemente encontrado, sendo responsdvel por 7.800
casos de doenca (CDC, 2011). Os produtos de origem animal, principalmente carne de
frango e ovos, sdo comumente envolvidos em surtos. A carne suina é considerada
também uma importante fonte de salmonelose humana. No Brasil, 4,9 % dos surtos de
DTA registrados apresentam produtos de origem suina como alimento envolvido
(BRASIL, 2011). A presenca de Salmonella em carcagas e produtos de origem suina
representa um risco para a saude publica, além de gerar barreiras para a exportagao.

A producdo intensiva de suinos faz uso dos agentes antimicrobianos para fins
terapéuticos, profildticos, metafildticos e como promotores de crescimento. Desde a
década de 50, os antimicrobianos promotores de crescimento tornaram-se parte
integrante dos sistemas de produg¢do animal, com grande quantidade sendo utilizada
como aditivos de racdo (AARESTRUP, 2000). Entretanto, devido a rdpida emergéncia
de bactérias zoonéticas resistentes aos agentes antimicrobianos de importincia
terapéutica, medidas tém sido tomadas para promover o uso prudente de
antimicrobianos em animais de produgdo. Pesquisadores europeus comprovaram a

associacdo entre o uso de avoparcina, como promotor de crescimento, € 0 aparecimento
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de resisténcia a vancomicina em isolados de Enterococcus resistentes a glicopeptideos
(GRE) (KRUSE et al., 1999). Como consequéncia, o uso daquele promotor de
crescimento foi abolido, no final da década de 90, em toda a Unido Europeia. Mais
ainda, atendendo ao chamado “principio da precau¢do”, a Unido Europeia baniu, em
2006, o uso de todos os promotores de crescimento. Essa medida levou a uma dréstica
reduc¢do no uso de antimicrobianos naqueles paises.

Quanto ao uso de antimicrobianos em animais de producdo no Brasil, foram
proibidos o cloranfenicol e os nitrofuranos (BRASIL, 2003), olaquindox (BRASIL,
2004) e carbadox (BRASIL, 2005). Recentemente, foi proibido o uso de eritromicina e
espiramicina como aditivos de ra¢do para suinos e aves, permanecendo liberado o uso
terapéutico (BRASIL, 2012). A Instru¢do Normativa 26/2009 do Ministério da
Agricultura Pecudria e Abastecimento (MAPA) determina que as penicilinas,
tetraciclinas e sulfonamidas sist€émicas sejam evitadas como aditivos alimentares e/ou
promotores de crescimento, restringindo seu uso a terapéutica. Em relacdo a outros
principios ativos, ndo existe proibi¢do de uso, apenas o monitoramento de residuos em
tecidos (BRASIL, 2010), o que remete a uma estratégia de observacdo de caréncia de
uso da droga, levando ao desaparecimento de residuos, mas nao impedindo a selecdo de
estirpes bacterianas resistentes.

As questdes relacionadas ao uso de agentes antimicrobianos em animais de
producdo estdo sendo levantadas e debatidas hd muitos anos. Diversas organizagdes
internacionais, governamentais e profissionais tém discutido o assunto. A Food and
Drug Administration (FDA) publicou um guia abordando o uso prudente de
antimicrobianos de importancia médica em animais. No documento encontram-se 0s
resultados e recomendacdes de algumas das importantes publicagdes que abordaram a
questao nos ultimos 40 anos. A FDA ressalta que é importante considerar a forma como
os agentes antimicrobianos estdo sendo usados e afirma que a comunidade cientifica em
geral concorda que o uso de antimicrobianos em animais de producdo € a chave para a
emergéncia de bactérias resistentes (FDA, 2012).

Os animais de produg@o podem atuar como reservatorios de micro-organismos
resistentes, os quais podem ser transmitidos para humanos através do consumo de
alimentos de origem animal. A correlacio entre a prevaléncia de resisténcia aos
antimicrobianos em Escherichia coli obtida de casos de infec¢do sanguinea em
humanos e E. coli proveniente de aves, suinos e bovinos foi analisada em 11 paises,

durante o periodo de 2005 a 2008. A resisténcia observada entre os isolados
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provenientes de animais de producgdo, especialmente de aves e suinos, foi altamente
correlacionada com os isolados resistentes de humanos (VIEIRA et al., 2011).

O uso massivo de agentes antimicrobianos gera uma pressdo seletiva para o
surgimento de bactérias resistentes. As bactérias podem ser naturalmente resistentes a
um determinado agente antimicrobiano ou classe especifica pela sua constitui¢io
estrutural ou ainda adquirir a resisténcia. A resisténcia adquirida € propriedade
especifica de uma cepa e pode ocorrer através da aquisicdo de genes de resisténcia ou
alteracdes mutacionais em genes cromossomicos (KADLEC et al., 2012). Os genes de
resisténcia em Salmonella estdo frequentemente localizados em elementos genéticos
moveis como plasmideos, transposons, cassetes génicos inseridos em integrons e ilhas
genOmicas. Consequentemente, os genes de resisténcia podem ser facilmente
transferidos entre isolados de Salmonella e outras bactérias, bem como entre membros
do mesmo ou diferente sorovar de Salmonella (SCHWARZ et al., 2006).
Adicionalmente, os genes de resisténcia podem estar co-localizados e/ou fisicamente
ligados a outros genes de resisténcia dentro de um elemento mével, o que promove a
disseminagdo e persisténcia de isolados multi-resistentes em um ambiente com alta
pressao de selecao.

A apresentacdo desta tese de Doutorado foi dividida em 4 capitulos. O capitulo
1 corresponde a revisdo de literatura sobre o género Salmonella, seu potencial
patogénico para humanos, sua importancia na cadeia produtiva de suinos e a resisténcia
a agentes antimicrobianos, elucidando os principais mecanismos de resisténcia
envolvidos. Os capitulos 2, 3 e 4 foram redigidos na forma de artigos cientificos,
relatando os principais resultados obtidos com o presente estudo. O capitulo 2 aborda
as frequéncias de resisténcia aos agentes antimicrobianos comumente usados em
suinocultura em uma colegdo de isolados de Salmonella proveniente de racao, ambiente,
carcacas e contetudo intestinal de suinos. Os isolados que apresentaram perfis de multi-
resisténcia foram investigados para a presenca dos principais genes de resisténcia
encontrados em Salmonella. No capitulo 3, isolados multi-resistentes de Salmonella
enterica subsp. enterica sorovar (S.) Derby foram investigados quanto a sua relagdo
genética e a presenca de integrons de classes 1 e 2. No capitulo 4, isolados multi-
resistentes de S. Typhimurium foram analisados quanto a sua relacdo genética, presenca
de integrons de classes 1 e 2 e caracterizagdo de plasmideos abrigando genes de

resisténcia e/ou viruléncia.
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2  OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo do presente estudo foi determinar as bases fenotipicas e genotipicas

da resisténcia a agentes antimicrobianos entre isolados de Salmonella enterica subsp.

enterica obtidos em diferentes etapas da cadeia produtiva de suinos no Sul do Brasil.

2.2 Objetivos Especificos

a)

b)

c)

d)

€)

Determinar fenotipicamente a frequéncia de resisténcia a agentes
antimicrobianos em isolados de Salmonella enterica subsp. enterica obtidos
em diferentes etapas da cadeia produtiva de suinos.

Avaliar a presenca dos principais genes de resisténcia associados aos
fenotipos de resisténcia encontrados nos isolados de Salmonella enterica
subsp. enterica.

Avaliar a presenca de isolados multi-resistentes e classificd-los de acordo
com o perfil apresentado na macro-restricio do DNA total (PFGE).

Verificar a presenca de integrons de classes 1 e 2 nos isolados de Salmonella
enterica subsp. enterica.

Determinar se os integrons identificados nesses isolados estdo localizados
em plasmideos ou no cromossomo bacteriano.

Avaliar a capacidade de transferéncia de plasmideos que abrigam integrons

através da conjugacao.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Caracteristicas do Género Salmonella

O género Salmonella, pertencente a familia Enterobacteriaceae, compreende
bacilos Gram-negativos, anaerdbios facultativos, oxidase negativos e nao produtores de
esporos. A maioria € mével por meio de flagelos peritriquios, com exce¢cdo dos
sorovares Gallinarum e Pullorum (GRIFFITH et al., 2006). Sao quimiorganotréficos,
com metabolismo respiratério e fermentativo. A partir da fermentacdo da D-glicose e
outros carboidratos sdo capazes de produzir 4cido e, frequentemente, gds. Utilizam o
citrato como unica fonte de carbono, ndo hidrolisam ureia, sdo indol negativos e podem
descarboxilar ornitina e lisina (LE MINOR, 1984).

A nomenclatura do género Salmonella foi sendo modificada ao longo do tempo.
Em meados de 2000, uma revisido sobre a nomenclatura de Salmonella foi publicada e
adotada pelo Centers for Disease Control and Prevention (CDC). De acordo com o
CDC, o género Salmonella possui duas espécies: Salmonella enterica e Salmonella
bongori (BRENNER et al., 2000). Shelobolina e colaboradores (2004) propuseram o
nome Salmonella subterranea para uma cepa isolada de sedimento de uma regido
aquifera dos Estados Unidos. A andlise da sequéncia da por¢dao 16S do DNA ribossomal
revelou que a cepa apresentava 96,4 % de similaridade com Salmonella bongori e 96,3
% com Enterobacter cloacae. O nome Salmonella subterranea foi validado e publicado
em 18 de marco de 2005 (EUZEBY, 2005). No entanto, a Organizacio Mundial da
Saude em colaboracio com o Centro de Referéncia e Pesquisa em Salmonella do
Instituto Pasteur, na Franca, relataram subsequentemente que S. subterranea nao
pertence ao género Salmonella (GRIMONT & WEILL, 2007; GUIBOURDENCHE et
al., 2010). Salmonella enterica € dividida em seis subespécies (subsp.), identificadas por
nomes e algarismos romanos: enterica (I), salamae (11), arizonae (1lla), diarizonae
(ITIb), houtenae (IV) e indica (V1). Enquanto que Salmonella bongori apresenta uma
subespécie bongori (V) (GRIMONT & WEILL, 2007).

Além da classificacdo em espécie e subespécie, adotada para a maioria dos
micro-organismos, o esquema de Kauffman-White classifica os membros do gé€nero
Salmonella em sorotipos ou sorovares. O esquema de Kauffman-White é baseado na
diferenciacdo de antigenos somaticos (O), flagelares de fase 1 e fase 2 (H1 e H2) e

capsulares (VI). No esquema Kauffman-White, os antigenos O sdo representados por
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algarismos ardbicos, os antigenos H1 por letras mindsculas e os antigenos H2 também
por algarismos ardbicos, dando origem a uma férmula antigénica. Para a maioria dos
isolados da espécie enterica subsp. enterica, a férmula antigénica é expressa por um
nome que foi atribuido ao sorovar. Por exemplo, o sorovar Typhimurium corresponde a
férmula antigénica 1, 4, [5], 12: i: 1, 2. Nas férmulas antigénicas, o fator O sublinhado é
determinado por fagoconversiao (e.g. 6,14,18). Ou seja, os antigenos estdo presentes
apenas se a cultura € lisogenizada pelo fago conversor correspondente. Além disso,
letras ou niimeros entre parénteses representam antigenos que podem estar presentes ou
ausentes, sem relacdo com fagoconversdo (LE MINOR, 1984). Por razdes préticas, €
internacionalmente aceito que haja a omiss@do do nome da espécie e subespécie do
género Salmonella, permanecendo apenas a denominacdo do sorovar. Por exemplo, em
vez de Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium, pode-se escrever
apenas Salmonella (S.) Typhimurium. Ao todo, mais de 2.600 sorovares de Salmonella
foram identificados com a caracterizacdo de 70 novos sorovares reconhecidos entre os
anos de 2003 e 2007, dos quais 44 foram classificados como pertencendo a S. enterica
subsp. enterica (GUIBOURDENCHE et al., 2010).

Salmonella é capaz de infectar uma ampla variedade de hospedeiros: insetos,
répteis, passaros, mamiferos, incluindo os seres humanos. Além disso, pode estar
presente e sobreviver em diversos ambientes (BOPP et al., 1999). De acordo com a
adaptacao a diferentes hospedeiros e a viruléncia, os sorovares de Salmonella podem ser
classificados em quatro grupos (BARROW et al., 2010): (1) sorovares patogénicos para
humanos causando febre tifoide, como S. Typhi e S. Paratyphi; (ii) sorovares
patogénicos adaptados ao hospedeiro, como € o caso de S. Gallinarum para aves, S.
Choleraesuis para suinos, S. Abortusovis para ovinos e S. Dublin para bovinos; (ii1)
sorovares ndo adaptados a um hospedeiro especifico porém altamente virulentos, que
podem causar doenca clinica em humanos e animais, como por exemplo .
Typhimurium ou S. Enteritidis; (iv) sorovares ndo adaptados a um hospedeiro especifico
e com moderada a baixa viruléncia que podem, eventualmente, causar infeccdo em

humanos e animais, como por exemplo S. Derby e S. Agona.
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3.2 Salmonella em Humanos: Potencial Patogénico e Epidemiologia

Sorovares de Salmonella nao adaptados a um hospedeiro especifico sdo os mais
envolvidos em Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA) em humanos. Os mais
comumente isolados pertencem aos sorovares S. Typhimurium e S. Enteritidis. Os
alimentos de origem animal, como carne de aves, carne bovina e ovos, sdo considerados
os principais veiculadores desses sorovares de Salmonella. No entanto, a carne suina
pode estar envolvida em surtos (GOSSNER et al., 2012; KUHN et al., 2012; CDC,
2014). No Brasil, 4,9 % dos surtos de DTA registrados apresentam produtos de origem
suina como alimento envolvido (BRASIL, 2011).

As infeccdes por Salmonella em hospedeiros iniciam, geralmente, pela ingestao
de dgua ou alimento contaminado; seguida pela passagem da bactéria do estdmago para
o intestino delgado. A colonizacio da porcao distal do intestino delgado € a etapa inicial
na patogenia de Salmonella. Ap6s a colonizagdo, a bactéria invade as células do tecido
epitelial. A passagem da bactéria através da parede intestinal ocorre por transcitose,
fendmeno caracterizado pela invasdo de enterdcitos ou células M na por¢do apical,
migracdo para a porcdo basolateral e exocitose para o interior do espaco intersticial da
lamina prépria (MULLER et al., 2012). Ao alcancar a 1dmina prépria, Salmonella é
fagocitada por diferentes células (macréfagos, células dendriticas e polimorfonucleares),
dissemina-se rapidamente através dos linfonodos eferentes e mesentéricos, atingindo
baco e figado pela via hematdgena (SALCEDO et al., 2001).

Para a invasdo de células epiteliais, Salmonella produz moléculas sinalizadoras,
chamadas efetoras, que desencadeiam alteracdes no citoesqueleto da célula hospedeira,
induzindo a formagdo de projecdes que englobam a bactéria e a internalizam em
fagossomos. Esse mecanismo ¢ conhecido como “Trigger”. Em contraste, no
mecanismo conhecido como “Zipper”, a bactéria invasora se liga a membrana celular do
hospedeiro e ocorrem minimas alteracdes no citoesqueleto por contato especifico de
proteinas bacterianas (invasinas) com receptores na superficie da célula hospedeira
(VELGE et al., 2012). Estudos apontam que Salmonella é capaz de invadir células
eucarioticas através de ambos os mecanismos (ROSSELIN et al., 2010).

A maioria dos genes de viruléncia de Salmonella estd agrupada em regides no
cromossomo bacteriano, denominadas Ilhas de Patogenicidade de Salmonella
(Salmonella Pathogenicity Islands-SPI). A SPI-1 é uma ilha de 40 kb encontrada em S.

bongori e S. enterica e contém o cluster inv/spa. Compreende, entre outros, todos o0s
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genes necessdrios para a biossintese do sistema de secrecdo tipo III (T3SS), proteinas
efetoras e suas chaperonas e algumas proteinas regulatérias (VEGEL et al., 2012). O
sistema de secrecao tipo III é capaz de injetar proteinas efetoras no citoplasma da célula
hospedeira. Pelo menos 15 proteinas efetoras podem ser transferidas para a célula
hospedeira pelo T3SS-1 para que ocorra a invasao, entre elas destacam-se SopE, SopE2,
SopB, SipA e SipC (AGBOR & McCORMICK, 2011). A SPI-2 inclui genes que
codificam para T3SS-1, porém estd mais relacionada com a multiplica¢do intracelular
de Salmonella em células epiteliais e a sobrevivéncia nos macréfagos (FIGUEIRA
& HOLDEN, 2012).

Proteinas de membrana externa, denominadas Rck e PagN, também sdo descritas
como moléculas capazes de induzir a invasdo celular de Salmonella (ROSSELIN et al.,
2010). A Rck € uma proteina de 19 kDa codificada pelo gene rck, o qual estéd localizado
em grandes plasmideos de viruléncia. O gene rck contribui para a expressao de genes de
viruléncia como o spvRABCD (Salmonella plasmid virulence) e pef (plasmid-encoded
fimbriae). A proteina Rck € capaz de promover a ades@o e internalizagdo da bactéria
através do mecanismo “Zipper” (WIEDEMANN et al., 2012). Adicionalmente, a
proteina PagN, altamente conservada no género Salmonella, e que apresenta
similaridade com as adesinas/invasinas Hek e Tia encontradas em E. coli, pode facilitar
a interacdo entre Salmonella e a célula eucaridtica em condicdes especificas, onde nao
existe a expressao de SPI1 (LAMBERT & SMITH, 2008).

No artigo de Santos e colaboradores (2009), as etapas envolvidas no processo
inflamatério apds a infeccdo por Salmonella e a adaptacdo da bactéria ao intestino
inflamado foram abordadas. A célula hospedeira infectada com S. Typhimurium € uma
importante fonte de citocinas, como IL-18 e IL-23, as quais ajudam a amplificar as
respostas do tecido através de sinalizag@o pardcrina. A presenca da IL-18 pode estimular
as células T a rapidamente secretar interferon (IFN)-y durante a infec¢do bacteriana. Da
mesma forma, IL-23 estimula a secrecdo de IL-17 e IL-22. O recrutamento de
neutréfilos, que € estimulado pela liberacao de IL-17, ajuda a prevenir a disseminacao
de bactérias extracelulares presentes no limen intestinal. Dessa forma, as bactérias da
microbiota intestinal sofrem uma dristica redugdo, enquanto S. Typhimurium,
localizada dentro dos fagossomos nos macréfagos, ndo € fagocitada por neutréfilos.

A estratégia utilizada por S. Typhimurium para sobreviver no intestino
inflamado € a capacidade de se ajustar a disponibilidade limitada de nutrientes e a

utilizacdo de carboidratos do muco como fonte de energia. Além disso, S. Typhimurium
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possui genes de viruléncia que conferem resisténcia aos mecanismos de defesa
antimicrobiana. O cluster de genes denominado ironBCDEN ¢é responsavel por
promover a resisténcia a lipocalina-2, uma substancia antimicrobiana secretada no
limen do intestino durante a inflama¢ao (RAFFATELLU et al., 2009).

O termo salmonelose estd associado a diferentes sindromes clinicas de
severidade varidvel, incluindo gastroenterites, bacteremias e infec¢cdes endovasculares e
focais. O tempo de incubagdo é geralmente de 6 a 12 horas. Os sintomas iniciais da
gastroenterite sdo nduseas, vomitos e diarreia sanguinolenta. Outros sintomas podem
incluir febre, calafrios, dor abdominal, mialgias e dores de cabeca (SANCHEZ—
VARGAS et al., 2011). Geralmente as infec¢des sdo auto-limitantes, havendo a cura em
5 a7 dias, e o tratamento envolve a reposi¢do oral ou intravenosa de fluidos. A terapia
com agentes antimicrobianos faz-se necessdria em casos de infecgdes invasivas ou em
pacientes com risco de desenvolver a doenca severa ou complicacdes, como criancas,
idosos acima de 65 anos de idade e pessoas imunocomprometidas

(http://www.cdc.gov/salmonella/general/diagnosis.html).

O sistema de vigilancia em DTA dos Estados Unidos, o FoodNet (Foodborne
Diseases Active Surveillance Network), relatou um total de 19.531 infec¢des, com 4.563
hospitalizagdes e 68 mortes associadas com DTA em 2012. Quanto a etiologia,
Salmonella foi o agente com maior taxa de incidéncia, 16,2 casos para cada 100 mil
habitantes, totalizando 7.800 casos de doenca em 2012. Entre os sorovares de
Salmonella isolados, os trés mais comumente encontrados foram S. Enteritidis (1.238;
18 %), seguido de S. Typhimurium (914; 13 %) e S. Newport (901; 13 %) (CDC,
2013a).

De acordo com o ultimo relatorio publicado pelo Sistema de Vigilancia em
Doencas Entéricas do CDC (Laboratory-based Enteric Disease Surveillance—LEDs),
sete sorovares persistiram entre os dez mais isolados nos anos de 2001, 2006 e 2011.
Sdo eles: S. Enteritidis, S. Typhimurium (incluindo S. Typhimurium variante
Copenhagen, atualmente denominada S. Typhimurium variant O5-), S. Newport, S.
Javiana, S. Montevideo, S. Heidelberg e S. Muenchen (CDC, 2013b). Alguns desses
sorovares estiveram entre os mais isolados de fontes ndo clinicas e ndo humanas e
também apareceram entre os 20 sorovares mais isolados de fontes humanas, entre eles:
S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Heidelberg, S. Anatum e S. Infantis. Este fato pode
indicar a transmissdo desses sorovares de Salmonella de animais para humanos, através

do consumo de alimentos de origem animal.
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Em 2011, um total de 95.548 casos confirmados de salmonelose humana foi
relatado na Unido Europeia (UE). Isso representou um decréscimo de 5,4 % comparado
com o ano de 2010. A taxa de notificac@o e casos confirmados na UE foi de 20,7 casos
em 100.000 habitantes. Como em anos anteriores, S. Enteritidis e S. Typhimurium
foram os sorovares mais frequentemente encontrados em 2011 (44,4 % e 24,9 %,
respectivamente). A variante monofésica de S. Typhimurium 1,4,[5],12:i:- foi o terceiro
sorovar mais comumente encontrado em humanos em 2011, seguido do sorovar S.
Infantis, o qual teve um aumento significativo nos dltimos quatro anos (EFSA & ECDC,

2013).

3.3 Contaminacao por Salmonella na Cadeia Produtiva de Suinos

A infec¢do por Salmonella em suinos € tema de pesquisas e vigilancia
epidemioldgica devido a manifestacdo clinica nesta espécie e ao frequente envolvimento
dos produtos cdrneos de origem suina em casos de salmonelose humana. O sorovar
Choleraesuis adaptado ao hospedeiro suino € a causa mais comum de salmonelose nesta
espécie, causando septicemia aguda ou enterocolite aguda ou cronica, frequentemente
fatal (GRIFFITH et al., 2006). A segunda forma de apresentagdo clinica de salmonelose
em suinos € causada por sorovares ndo adaptados, como S. Typhimurium, tendo como
apresentacdo tipica quadros de diarreia. Entretanto, a maioria dos sorovares ndo
adaptados de Salmonella causa infec¢do assintomadtica nos suinos, que chegam ao abate
como portadores excretores, constituindo risco para contaminacdo de carcagas
(FEDORKA-CRAY et al., 2000; NOLLET et al., 2005 ; BOYEN et al., 2008).

De acordo com o relatério publicado pelo CDC, S. Typhimuirum variante OS5-
foi o sorovar mais frequentemente isolado de casos de salmonelose clinica em suinos,
seguido dos sorovares S. Derby e S. Agona. Entre os isolados de Salmonella de origem
nao clinica, os sorovares mais frequentemente observados foram S. Derby (n=339), S.
Typhimuirum variante O5- (n=124), S. Infantis (n=96), S. Agona (n=89) e S. Anatum
(n=88) (CDC, 2013c). No Brasil, estudos de prevaléncia em suinos ao abate
demonstraram que 77,8 % a 80,6 % dos suinos apresentavam anticorpos anti-
Salmonella (SCHWARZ et al., 2009; SILVA et al., 2012), enquanto que o isolamento
em linfonodos mesentéricos apresentou frequéncias entre 17,6 % e 71,6 % (BESSA et
al., 2004; SCHWARZ et al., 2009). Entre amostras de carcagas suinas e conteido cecal,

as prevaléncias variaram de 14 % a 24 % e 26 % a 49 %, respectivamente (KICH et al.,
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2011; SILVA et al., 2012). Os sorovares mais frequentemente encontrados no Sul do
Brasil foram S. Typhimurium, S. Derby, S. Agona e S. Panama.

A contaminag¢do por Salmonella na cadeia produtiva de suinos pode ocorrer
desde a granja até o momento do abate dos animais. Estudo longitudinal realizado em
12 granjas integradas e em uma agroindustria do Sul do Brasil demonstrou a presenca
de Salmonella em 26 % das amostras colhidas do piso das baias de terminagdo, em 29
% dos lotes de rac¢do fornecidos aos animais, em 44 % das fezes colhidas de animais em
idade de creche, e 90 % das amostras colhidas nas baias de espera pré-abate do
matadouro-frigorifico. Entre os suinos abatidos, 46 % foram portadores de Salmonella
nos linfonodos mesentéricos e 24 % das carcacas resfriadas foram positivas (KICH et
al., 2011). Esse estudo demonstrou a correlagdo entre os isolados obtidos de baias de
espera pré-abate e isolados de superficie de carcacas antes e apds o resfriamento.

A fase de terminacdo dos suinos € caracterizada por maior defici€ncia quanto a
adocdo dos fatores de biosseguranga, propiciando a disseminacdo de Salmonella
(SCHWARZ et al., 2009). No Sul do Brasil, os principais fatores de risco associados a
prevaléncia de Salmonella em granjas de terminacdo foram: o uso de ragdo peletizada,
destino inadequado de dejetos, ndo utilizacdo de comedouros do tipo
comedouro/bebedouro e o transporte com freteiro misturando animais de vdrias granjas.
Em granjas de ciclo completo, os fatores de risco identificados foram: ingredientes de
racdo desprotegidos de outros animais, ragdo seca, auséncia de cerca, ndo uso da pintura
com cal apds lavagem e desinfeccdo e a entrada de pessoas, além do técnico, na granja
(KICH et al., 2005). Geralmente, a transmissao de Salmonella ocorre pela via feco-oral,
sendo eliminada em grande nimero nas fezes de suinos infectados. Entretanto, roedores,
insetos, humanos, racdo e dgua contaminados também desempenham um importante
papel na transmissao e disseminagdo desse patdgeno. Dessa forma, a andlise cuidadosa e
a correcdo desses fatores de risco na granja tornam-se necessarios para que adequadas
medidas de controle sejam implantadas para minimizar a introducdo e disseminacdo de
Salmonella na producao de suinos.

A racdo animal € considerada um importante veiculo para a introdugdo de
diversos patdgenos, como Listeria monocytogenes, E. coli O157:H7 e Salmonella, em
sistemas de produgdo animal. A European Food Safety Autority (EFSA) identificou
Salmonella como o maior perigo para a contaminagdo microbiana de racdo animal
(EFSA, 2008a). Berends e colaboradores (1996) estimaram que 15 a 30 % de todas as

infec¢des na fase de terminacdo podiam ser atribuidas a ragdo contaminada. No Sul do
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Brasil, Kich e colaboradores (2011) encontraram 29 % das amostras de ra¢do positivas
para Salmonella em rebanhos suinos em fase de terminacdo. As sementes oleaginosas e
os ingredientes proteicos de origem animal t€ém sido apontados como de maior risco de
introduzir Salmonella nas fabricas de ragdo (EFSA, 2008a). Wierup & Higgblom
(2010) relataram a contaminacdo frequente por Salmonella em proteinas vegetais
utilizadas em fébricas de racdo de suinos, particularmente em amostras de farelo de soja
(14,6 %) e colza (10 %).

Duas fontes de Salmonella tém sido identificadas dentro do matadouro
frigorifico: (1) o ambiente previamente contaminado por Salmonella e (2) a entrada de
suinos infectados por Salmonella na granja, durante o transporte ou nas baias de espera
pré-abate (ARGUELLO et al., 2013a). As cepas presentes no ambiente podem se tornar
parte da microbiota residente e constituir uma fonte de contaminacio para as carcagas.
No entanto, a principal fonte de contaminacao das carcagas parece ser o suino portador
de Salmonella. Esse fato foi demonstrado através estudos de tipificacdo molecular, que
revelaram a presenca de diferentes clones de Salmonella entre coletas no mesmo
matadouro-frigorifico, indicando que diferentes cepas entram continuamente na linha de
abate (LETELLIER et al., 2009; PIRAS et al., 2011; ARGUELLO et al., 2013b).

Os suinos podem ser portadores de Salmonella em linfonodos, o que por sua vez
pode ser fonte de contaminacao de carcacas durante o processo de abate (LETELLIER
et al., 2009). Na Unido Europeia, 10,3 % dos suinos ao abate foram portadores de
Salmonella nos linfonodos e 8,3 % das carcagas apresentaram contaminacdo por
Salmonella (EFSA, 2008b). No entanto, os resultados obtidos por De Busser e
colaboradores (2011) mostraram que a maioria dos gendétipos de Salmonella observados
em isolados de carcagas suinas foi diferente dos gendtipos encontrados em isolados de
linfonodos, indicando que a contaminacdo de linfonodos pode ndo ser a fonte primaria
de contaminagdo das carcagas. Silva e colaboradores (2012) relatam que os mesmos
pulsotipos de Salmonella encontrados em carcagas no pré-resfriamento foram também
observados em baias de espera, conteudo intestinal e carcacas apds a depilagdo,
sugerindo que a fonte priméria de contaminagdo foi o suino portador de Salmonella no
intestino.

Ao longo da linha de abate, diversos pontos criticos de controle para redugdo da
contaminagdo por Salmonella podem ser identificados (FIGURA 1). A etapa de
escaldagem € considerada um ponto critico devido a possibilidade de contamina¢do da

dgua com sujidades, fezes, alimentos e micro-organismos. O monitoramento da
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temperatura acima de 62 °C € considerado eficiente para eliminar Salmonella, desde que
o volume de matéria orginica ndo proteja o micro-organismo do aquecimento (DE
BUSSER et al., 2013). A etapa de depilagao € também um importante fator de risco para
a contaminacdo das carcacas (EFSA, 2010). Porém, a etapa seguinte (chamuscamento)
garante a reducao significativa da carga bacteriana presente nas carcacas (EFSA, 2010).
E considerada a tnica etapa durante o processo de abate em que Salmonella pode ser
eliminada (PEARCE et al., 2004). No estudo de Silva e colaboradores (2012), o
chamuscamento foi a etapa mais importante para a reducido de Salmonella, porém a
eficiéncia  diferiu  significativamente entre abatedouros. Abatedouros com
chamuscamento em tinel apresentaram reducdo de 80 % nas carcacas positivas,

enquanto o uso de chamuscador manual resultou em apenas 47,5 % de reducao.

AREA SUJA

[ Pocilga de Espera ]
¢
[Insensibilizagﬁo] - [Sangria: —> [ Escaldagem ] - [ Depilacao ]

v
4[ Chuveiro <— [ Polimento ]<— [ Chamuscamento ]
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v
[ Evisceracdo ] I Divisafoda | —> Inspecédo
Carcaca Oficial

[ Resfriamento ] <

Chuveiro <—[ Toalete ] <« [ Classificagdo ]
Final

FIGURA 1 — Etapas do abate de suinos com os pontos criticos para a contaminagao de
Salmonella mostrados em vermelho.
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A evisceracdo € considerada um ponto critico de controle para Salmonella
(BORCH et al, 1996). O principal risco de contaminacdo das carcacas € o
extravasamento de contetdo intestinal devido a ruptura das paredes intestinais. Berends
e colaboradores (1997) estimaram que 55 a 90 % da contaminagdo das carcagas ocorrem
na etapa de evisceracdo. Algumas formas de reduc¢do do risco de disseminagdo de
Salmonella nesse ponto, como a oclusdo do reto com bolsa pléstica e a automatizacao
do processo, tém sido sugeridas (ARGUELLO et al., 2013a). A superficie de uma
carcaga contaminada pode abrigar e disseminar Salmonella para outros pontos da linha
de processamento, o que constitui uma fonte de contaminacao para as carcagas livres de
Salmonella. A contaminagdo cruzada das carcagas pode ocorrer principalmente através
dos equipamentos e maos de operadores (BERENDS et al., 1997). Portanto, atividades
de abate adequadas ndo podem evitar a introducdo de Salmonella proveniente de suinos
infectados na linha de abate, mas podem prevenir ou reduzir parte da contaminagdo

durante o processo de abate.

3.4 Resisténcia de Salmonella aos Agentes Antimicrobianos

O tratamento das infec¢Oes por Salmonella, tanto em animais quanto em
humanos, tem sido dificultado devido a emergéncia de cepas resistentes a multiplos
agentes antimicrobianos. As fluoroquinolonas, como a ciprofloxacina, e as
cefalosporinas de terceira geragdo, como o ceftriaxona, sao comumente usados para
tratar infeccOes severas causadas por Salmonella. Em membros da familia
Enterobacteriaceae, a resisténcia ao 4cido nalidixico estd relacionada a diminuicdo da
suscetibilidade a ciprofloxacina e, possivelmente, a falhas no tratamento (TAMANG et
al., 2011a). De acordo com o relatério anual do programa nacional de monitoramento da
resisténcia nos EUA, 7,2 % dos isolados de S. Enteritidis, um dos principais sorovares
envolvidos em DTA, foram resistentes ao acido nalidixico. A resisténcia ao ceftiofur,
um agente antimicrobiano usado em animais de produgao, estd relacionada a resisténcia
a ceftriaxona (MIC > 4 ug/mL) em Enterobacteriaceae. A resisténcia a ceftriaxona foi
observada mais comumente em S. Heidelberg (8,6 %), S. Typhimurium (6,8 %) e S.
Newport (3,9 %) (NARMS, 2013). Como as fluoroquinolonas e as cefalosporinas sdo os
antimicrobianos de escolha para o tratamento das salmoneloses, a emergéncia de

resisténcia a essas duas classes sdo de grande importancia em sadde publica.
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Nos dltimos anos, um aumento na prevaléncia de cepas de Salmonella multi-
resistentes tem sido um problema global. Os sorovares de Salmonella que
frequentemente apresentam perfis de multi-resisténcia sdo S. Typhimurium, S.
4,[5],12:i:- e S. Heidelberg (NARMS, 2013). O sorovar Typhimurium pertencente ao
fagotipo DT104 foi identificado na década de noventa como um clone multi-resistente
associado ao uso de agentes antimicrobianos em animais (THRELFALL, 2000). Esse
fagotipo exibe resisténcia a cinco agentes antimicrobianos: ampicilina, cloranfenicol,
estreptomicina, sulfonamidas e tetraciclinas (fen6tipo ACSSuT). Os genes responsaveis
pelo fendtipo de resisténcia sdo blapsg, floR, aadA2, sull e tet(G), respectivamente. A
multi-resisténcia estd associada com a presenca da ilha de multi-resisténcia
cromossomica denominada Salmonella Genomic Island 1 (SGI1) (MULVEY et al.,,
2006). Segundo o relatério anual do NARMS, a prevaléncia do perfil de resisténcia
ACSSuT entre isolados de S. Typhimurium € de 19,6 % nos EUA (NARMS, 2013).

Outra preocupacdo em saide publica é a emergéncia de S. enterica sorovar
4,[5],12:1:- mostrando resisténcia a quatro agentes antimicrobianos: ampicilina,
estreptomicina, sulfonamidas e tetraciclinas (ASSuT). S. 4,[5],12:1:- € considerada a
variante monofésica de S. Typhimurium (4,[5],12:1:-1,2) devido a grande similaridade
antigénica e genotipica (ECHEITA et al., 2001; ZAMPERINI et al., 2007). A variante
monofésica ja esteve envolvida em diversos surtos, com relatos de infeccdes severas e
mortes em humanos (MOSSONG et al., 2007). Nos EUA, a emergéncia do perfil
ASSuT entre isolados da variante monofasica 4,[5],12:i:- teve um aumento consideravel
nos ultimos anos, passando de 1 % em 2006 para 18,3 % em 2011 (NARMS, 2013). A
variante monofdsica de S. Typhimurium € considerada pandémica na Europa e os suinos
sdo reconhecidos como principal reservatorio (HOPKINS et al., 2010). Na Dinamarca,
por exemplo, a proporcdo de isolados provenientes de carne suina apresentando o perfil
ASSuT foi significativamente maior em 2012 (56 %) que em 2007 (17 %) (DANMAP,
2012).

O uso de agentes antimicrobianos em animais de producdo desempenha um
importante papel no desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos em bactérias
zoondticas, como Salmonella. Os surtos de salmonelose humana por cepas multi-
resistentes t€m sido causados pelo consumo de alimentos contaminados ou por contato
direto com animais infectados. Isolados de S. Typhimurium DT104 obtidos durante um
surto na Dinamarca foram resistentes a seis classes de agentes antimicrobianos. Esses

isolados foram associados ao consumo de carpaccio (fatias finas de carne bovina crua)
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servido em um restaurante (ETHELBERG et al., 2007). Em 2008, um surto de S.
Typhimurium DT104 relacionado ao consumo de carne curada afetou 16 pessoas em
Londres. Os isolados apresentaram o perfil caracteristico de penta-resisténcia
(MINDLIN et al., 2013). Um surto envolvendo a variante monofasica 4,[5],12:i:-
resistente a ampicilina, estreptomicina, sulfonamidas e tetraciclinas foi associado ao
consumo de linguica suina em novembro e dezembro de 2011 na Franca (GOSSNER et
al., 2012). Dessa forma, cepas de Salmonella apresentando perfis de multi-resisténcia
representam um risco para a saude publica.

Para o monitorarento e controle da disseminagdo de cepas de Salmonella multi-
resistentes é fundamental entender os mecanismos responsaveis pelo desenvolvimento
da resisténcia e como ocorre a transmissao entre essas cepas. O desenvolvimento de
resisténcia aos agentes antimicrobianos € atribuido a diversos mecanismos (VAN
HOEK et al., 2011) como:

L mudancas na permeabilidade da parede celular bacteriana, as quais

restringem o acesso do agente antimicrobiano ao alvo;

IL efluxo ativo do agente antimicrobiano do interior da célula bacteriana;

III.  modificagdo enzimatica do agente antimicrobiano;

IV.  degradacdo do agente antimicrobiano;

V. aquisicdlo de uma via metabdlica alternativa aquela inibida pelo
antimicrobiano;
VI.  modificacdo no alvo do agente antimicrobiano;

VII.  superprodugdo da enzima alvo.
Uma vez que a resisténcia é considerada um processo de evolu¢do bacteriana,
outros mecanismos de resisténcia ainda desconhecidos podem estar envolvidos na

resisténcia em Salmonella.

3.4.1 Resisténcia aos B-lactamicos

Os agentes da classe dos B-lactdmicos sdo amplamente usados no tratamento de
uma variedade de infec¢Oes causadas por micro-organismos Gram-positivos e Gram-
negativos, tanto em medicina humana quanto em medicina veterindria. Existem
inimeras classes de B-lactamicos incluindo penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos
e monobactamicos (FIGURA 2) (WORTHINGTON & MELANDER, 2013). Na Unido

Europeia, as penicilinas, aminopenicilinas e primeira a quarta geragdo das
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cefalosporinas sdo subgrupos autorizados para o uso em animais, sendo que as
penicilinas sdo frequentemente usadas em combinacdo com inibidores de B-lactamases
como o &cido clavulanico (EFSA, 2011). No Brasil, ndo ha restricdes para o uso
terapéutico de B-lactimicos em animais, apenas o monitoramento de residuos em
tecidos de suinos, aves, bovinos e equinos (BRASIL, 2010). No entanto, a legislacao
brasileira proibe a sua utilizagdo como aditivo zootécnico melhorador de desempenho

ou como conservantes de alimentos para animais (BRASIL, 2009).
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FIGURA 2 — Estrutura quimica da a) penicilina e da b) cefalosporina.

Os B-lactamicos atuam inibindo a sintese de parede celular bacteriana através da
ligacdo as chamadas proteinas ligadoras de penicilina (penicillin-binding proteins —
PBPs), as quais sdo responsdveis pela ligacdo cruzada do peptideoglicano da parede
celular. Quatro mecanismos de resisténcia aos agentes [-lactimicos t€m sido descritos:
1) alteracdo das proteinas ligadoras de penicilina (PBPs); 2) alteracdo da permeabilidade
da membrana externa bacteriana; 3) efluxo ativo do antimicrobiano pela célula, e 4)
producdo de enzimas B-lactamases (LLARRULL et al., 2010).

A producdo de enzimas B-lactamases € um dos mais importantes mecanismos de
resisténcia aos B-lactdmicos em bactérias Gram-negativas (POOLE, 2004). Algumas B-
lactamases sdo associadas com certas espécies bacterianas enquanto outras sdo
disseminadas entre diferentes espécies e géneros bacterianos. Algumas possuem
espectro de atividade restrito contra um numero limitado de agentes antimicrobianos,
enquanto as B-lactamases de amplo-espectro ou espectro estendido sdo capazes de
degradar uma ampla gama de antimicrobianos (ARLET et al., 2006). Existem diversos
sistemas de classificacdo para as enzimas B-lactamases, sendo dois deles amplamente
utilizados: a classificagdao de Bush, Jacoby e Medeiros (BJM) baseada em caracteristicas
funcionais e estruturais das enzimas (BUSH et al., 1995); e a classificacdo mais antiga,
de Ambler, baseada na estrutura molecular das enzimas B-lactamases, de acordo com a

sequéncia de aminodcidos (AMBLER, 1980).
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Entre as enzimas B-lactamases, as chamadas B-lactamases de espectro estendido
(extended-spectrum beta-lactamases, ESBL) sdo capazes de promover resisténcia a
importantes subclasses de agentes B-lactimicos como as penicilinas (ampicilina,
amoxicilina), cefalosporinas (cefotaxima, ceftazidima e ceftriaxona) e monobactamicos
(aztreonam), através da hidrélise do anel B-lactimico. No entanto, ndo s@o capazes de
hidrolisar cefamicinas e carbapenémicos e sao inibidas por inibidores de B-lactamases
como o 4cido clavulanico (Tabela 1) (EFSA, 2011). As ESBLs pertencem ao grupo 2be
de acordo com a classificacdo funcional de Bush, Jacoby e Medeiros e a classe A de
acordo com a classificagcdo molecular de Ambler (AMBLER, 1980; BUSH et al., 1995;
BUSH & JACOBY, 2010). As ESBLs mais frequentemente encontradas pertencem as
familias TEM, SHV e CTX-M e os genes estdo comumente localizados em plasmideos.
Uma vez que os agentes B-lactimicos desempenham um importante papel no controle
de infeccdes em animais e humanos, isolados produtores de ESBLs representam um
risco a saude publica e tém sido associados com perdas econdmicas na produgdo de
animais (CANTON et al., 2012).

As primeiras ESBLs encontradas foram derivadas de genes que codificam -
lactamases de amplo espectro como TEM-1 e SHV-1, os quais foram descobertos por
volta de 1960 (PATERSON & BONOMO, 2005). Devido a pontos de mutacdo em
TEM e SHYV, as B-lactamases expandiram de apenas penicilinases e cefalosporinases de
amplo espectro para f-lactamases de espectro estentido (BRADFORD, 2001). Entre as
B-lactamases do tipo TEM, aquelas codificadas pelos genes blatgm.1 € blatgm-13s
representam as penicilinases e cefalosporinases de amplo espectro e pertencem a classe
2b. Outros genes, como blargm.s, blatema, blatemoo, blatemos, blatemar, blatem.so,
blatem.e3, blatem-131, blatem-1a4, blatem-149 © blatem-1ss pertencem a classe 2be e
codificam PB-lactamases de espectro estentido (Tabela 2). Entre as B-lactamases do tipo
SHV encontradas em Salmonella destacam-se os genes blasyv.2, blaspyy.., blasyv.s,
blasyv.o e blasyvy.12 (Tabela 2).

ESBLs do tipo TEM e SHV foram as variantes predominantes durante as
décadas de 80 e 90, encontradas principalmente em Klebsiella pneumoniae, E. coli
causadora de infec¢des nosocomiais e outros géneros da familia Enterobacteriaceae
(PATERSON & BONOMO, 2005; DAMJANOVA et al., 2007). Desde 2000, enzimas
do tipo CTX-M tornaram-se as ESBLs mais prevalentes (Tabela 3 e Tabela 4)
(CANT()N et al., 2012; ZHAO & HU, 2013). Em contraste com ESBLs do tipo TEM e

SHV, as enzimas CTX-M apresentam maior atividade hidrolitica contra cefotaxima do
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que contra cefotazidima. A familia de B-lactamases do tipo CTX-M inclui pelo menos
seis grupos: CTX-M1, CTX-M2, CTX-MS, CTX-M9, CTX-M25 e KLUC, os quais
diferem um do outro em pelo menos 10 % dos residuos de aminoacidos (D’ANDREA et
al., 2013). Atualmente, mais de 150 variantes do grupo CTX-M ja foram descritas

(http://www.lahey.org/Studies/other.asp#tablel). Os genes blactx.m encontrados em

isolados clinicos de Enterobacteriaceae sdao geralmente localizados em grandes
plasmideos conjugativos (ZHAO & HU, 2013), embora em algumas cepas tenham sido
encontrados no DNA cromossdmico (MAHROUKI et al., 2012).

As B-lactamases do tipo AmpC sdo cefalosporinases codificadas por genes
cromossOmicos ou, mais recentemente, por genes plasmidiais em muitas bactérias
Gram-negativas. Essas enzimas determinam resisténcia as penicilinas e cefalosporinas,
podendo hidrolisar cefamicinas (cefoxitina), oximinocefalosporinas (ceftazidima,
cefotaxima e ceftriaxona) e monobactamicos (aztreonam), com excecdo das
cefalosporinas de quarta geracdo e carbapenémicos (LIEBANA et al., 2013). Em
contraste com outras ESBLs, B-lactamases do tipo AmpC nio sdo inibidas pelo 4cido
clavulanico (Tabela 1). A resisténcia as cefalosporinas ocorre devido a mutacdes no
gene blaampc, resultando em super-expressdo da enzima. As bactérias que ndo possuem
0 gene cromossomico blaampc, podem adquiri-lo através de plasmideos conjugativos
(JACOBY, 2009). Diferentes familias de B-lactamases do tipo AmpC t€m sido
descritas: CMY, ACC, ACT, DHA, FOX, MIR e MOX
(http://www.lahey.org/Studies/other.asp#tablel). Dentre as AmpCs adquiridas, a CMY-
2 é a mais frequentemente relatada (Tabela 5) (LIEBANA et al., 2013). Muitas dessas

enzimas ja foram encontradas em isolados da familia Enterobacteriaceae provenientes

de animais de produgdo e alimentos (BEN SALLEM et al., 2012; HIKI et al., 2013).

TABELA 1 — Principais caracteristicas das ESBLs e das pB-lactamases AmpC.

Perfil de hidr()lisea Inibi(;ﬁo pelo acido
p-lactamase
CAZ/CTX FOX FEP IMP clavulanico
ESBL + - + - Sim
AmpC + + - - Nao

* CAZ: ceftazidima; CTX: cefotaxima; FOX: cefoxitina; FEP: cefepima; IMP: imipenem.
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TABELA 2 — B-lactamases de espectro estendido TEM e SHV em sorovares de

Salmonella.
B-lactamase  Sorovar Pais Ano Origem Referéncia
TEM-3 Kedougou Franca 1990 Humano Archambaud et al., 1991
Typhimurium Marrocos 1994 Humano AitMhand et al., 2002
TEM-4 Mbandaka Tunisia 1988 Humano Makanera et al.; 2003
TEM-20 Paratyphi B Java Holanda 2002 Ave Hasman et al., 2005
TEM-25 Mbandaka Franca 1990 Humano Poupart et al., 1991
TEM-27 Othmarschen Espanha 1994 Humano Morosini et al., 1996
TEM-52 Enteritidis Korea 1995-1997 Humano Lee et al., 2003
Enteritidis Holanda 2001 Humano Hasman et al., 2005
Santpaul Korea 1995-1997 Humano Lee et al., 2003
Agona Korea 1995-1997 Humano Lee et al., 2003
Stanley Korea 1995-1997 Humano Lee et al., 2003
Blockey Holanda 2001 Ave Hasman et al., 2005
Thompson Holanda 2001 Humano Hasman et al., 2005
Blockey Holanda 2001 Humano Hasman et al., 2005
London Holanda 2001 Humano Hasman et al., 2005
Paratyphi B Holanda 2001 Ave Hasman et al., 2005
Blockey Holanda 2002 Ave Hasman et al., 2005
Virchow Holanda 2002 Ave Hasman et al., 2005
Typhimurium Holanda 2001-2002 Ave Hasman et al., 2005
Typhimurium Hungria 1998 Humano Vahaboglu et al., 2001
TEM-63 Isangi Holanda 2002 Humano Hasman et al., 2005
TEM-131 Typhimurium Africado Sul ~ 2002-2003 Humano Kruger et al., 2004
Isangi Africado Sul  2002-2003 Humano Kruger et al., 2004
TEM-144 Derby Uruguai 2006 Ave Vignoli et al., 2006
TEM-149 Infantis Iran 2010 Humano Ranjbar et al., 2010
TEM-188 Brunei Argélia 2012 Humano Kermas et al., 2012
SHV-2 Wien Tunisia 1988 Humano Hammami et al., 1991
Virchow Holanda 2005 Ave Hasman et al., 2005
Typhimurium Franca 1990 Humano Garbarg-Chenon et al., 1990
SHV-2a Mbandaka Tunisia 1988 Humano Makanera et al.; 2003
Enteritidis Taiwan 2001 Humano Su et al., 2005
Typhimurium Polo6nia 1999-2000 Humano Szych et al., 2001
Typhimurium Canada 2000 Humano Mulvey et al., 2003
SHV-5 Senftenberg India 1998 Humano Revathi et al., 1998
Brandenburg Grécia 2000 Humano Politi et al., 2005
Typhimurium Italia 2000 Humano Villa et al., 2000
Typhimurium Roménia 2000-2001 Humano Lukova et al., 2000
Typhimurium Austria 1999 Humano Miriagou et al., 2002
SHV-9 Typhimurium Austrilia 2000 Humano Hanson et al., 2002
SHV-12 Enteritidis Italia 1990-1998 Humano Villa et al., 2002
35:c:1,2 Senegal 2000 Humano Cardinale et al., 2001
Babelsberg Franca 2002-2003 Humano Weill et al., 2004a
Enteritidis Franca 2002-2003 Humano Weill et al., 2004a
Concord Holanda 2001 Humano Hasman et al., 2005
Livingstone Italia 2005-2006 Ave Chiaretto et al., 2008
Braenderup Italia 2005-2006 Ave Chiaretto et al., 2008
Enteritidis Italia 2005-2006 Ave Chiaretto et al., 2008
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TABELA 3 — B-lactamases de espectro estentido CTX-M em sorovares de Salmonella

de origem animal.

B-lactamase  Sorovar Pais Ano Origem Referéncia
CTX-M-1 Typhimurium Alemanha 2003 Equino Rodriguez et al., 2009
Anatum EUA 2011 Equino Wittum et al., 2012
Anatum Alemanha 2005 Bovino Rodriguez et al., 2009
Infantis Alemanha 2003 Bovino Rodriguez et al., 2009
Typhimurium Franca 2010 Bovino Madec et al., 2011
4,5,12:i:- Alemanha 2009 Bovino Rodriguez et al., 2012
O:d:enzl5 EUA 2011 Suino Wittum et al., 2012
4,5,12:1:- Alemanha 2007/2009  Suino Rodriguez et al., 2012
4,12:1:- Alemanha 2009 Suino Rodriguez et al., 2012
1,4,12:1:- Alemanha 2010 Suino Rodriguez et al., 2012
Llandoff Franca 2006 Ave Cloeckaert et al., 2010
Paratyphi Holanda 2006 Ave Dierikx et al., 2010
Agona Holanda 2006 Ave Dierikx et al., 2010
Infantis Holanda 2006 Ave Dierikx et al., 2010
Bredeney EUA 2010 Ave Wittum et al., 2012
Ouakam EUA 2011 Ave Wittum et al., 2012
4,5,12:1:- Alemanha 2009 Ovino Rodriguez et al., 2012
Typhimurium Alemanha 2006 Felino Rodriguez et al., 2009
Typhimurium Alemanha 2006 Ave Rodriguez et al., 2009
Typhimurium Alemanha 2007 Carne suina Rodriguez et al., 2009
Typhimurium Alemanha 2006 Carne de frango  Rodriguez et al., 2009
Anatum Alemanha 2006 Carne moida Rodriguez et al., 2009
London Alemanha 2005 Carne moida Rodriguez et al., 2009
CTX-M-2 Virchow Bélgica 2001/2004 Carne de frango  Smet et al., 2009
Virchow Holanda 2002 Carne de frango  Hasman et al., 2005
Paratyphi Holanda 2006 Ave Dierikx et al., 2010
Typhimurium Brasil 2004 Ave Fernandes et al., 2009
4,5,12:1:- Alemanha 2010 Ave Rodriguez et al., 2012
CTX-M-9 Virchow Franga 2002 Ave Weill et al., 2004b
CTX-M-14 Infantis Japao 2010 Carne de frango  Kameyama et al., 2012
CTX-M-15 Typhimurium Bélgica 2007 Carne de frango  Smet et al., 2009
Enteritidis Coréia 2009 Carne de frango  Tamang et al., 2011b
Enteritidis Coréia 2009 Ave Tamang et al., 2011b
Enteritidis Coréia 2009 Ave Tamang et al., 2011b
Essen Coréia 2009 Ave Tamang et al., 2011b
Typhimurium Alemanha 2005 Equino Rodriguez et al., 2009
CTX-M-32 Virchow Grécia 2001 Ave Politi et al., 2005
CTX-M-53 Westhampton Franca 2004 Molusco Doublet et al., 2009
Senftenberg Franca 2004 Molusco Doublet et al., 2009
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TABELA 4 — B-lactamases de espectro estentido CTX-M em sorovares de Salmonella

de humanos.
p-lactamase Sorovar Pais Ano Origem Referéncia
CTX-M-1 Typhimurium Alemanha 2007 Humano Rodriguez et al., 2009
Litchfield Espanha 2005 Humano Gonzalez-Sanz et al., 2009
Newport Franca 2003 Humano Cloeckaert et al., 2010
Typhimurium Franca 2005-2008 Humano Cloeckaert et al., 2010
London Franca 2007 Humano Cloeckaert et al., 2010
Enteritidis Espanha 2006 Humano Pardos de la Gandara et al., 2011
CTX-M-2 Typhimurium Brasil 2003-2004 Humano Fernandes et al., 2009
Infantis Argentina 1997-1998 Humano Di Conza et al., 2002
CTX-M-3 Gambia Franca 2005 Humano Moissenet et al., 2011
Typhimurium Holanda 2002 Humano Hasman et al., 2005
CTX-M4 Typhimurium Russia 1996 Humano Gazouli et al., 1998
CTX-M-5 Typhimurium EUA 2007 Humano Sjolund-Karlsson et al., 2011
CTX-M-6 Typhimurium Grécia 1998 Humano Gazouli et al., 1998
CTX-M-7 Typhimurium Grécia 1998 Humano Gazouli et al., 1998
CTX-M-9 Virchow Espanha 2000-2004 Humano Riafio et al., 2009
Virchow Espanha 2001 Humano Gonzalez-Sanz et al., 2009
Senftenberg Espanha 2003 Humano Gonzilez-Sanz et al., 2009
Virchow Espanha 2002-2006 Humano Herrera-Leo6n et al., 2010
Virchow Espanha 2002-2004 Humano Pardos de la Gandara et al., 2011
Grumpensis Espanha 2001-2009 Humano Pérez-Moreno et al., 2013
Virchow Reino Unido 1997-2003 Humano Batchelor et al., 2005a
Virchow Espanha 2001-2009 Humano Pérez-Moreno et al., 2013
Bovismorbificans  Portugal 2011 Humano Antunes et al., 2013
CTX-M-10 Virchow Espanha 2000-2004 Humano Riafio et al., 2009
Virchow Espanha 2001 Humano Gonzalez-Sanz et al., 2009
CTX-M-14 (IV) 44:24,223:- Espanha 2004 Humano Gonzalez-Sanz et al., 2009
Enteritidis Espanha 2005 Humano Gonzilez-Sanz et al., 2009
Typhimurium Espanha 2003-2004 Humano Gonzilez-Sanz et al., 2009
Choleraesuis Tailandia 2003-2008 Humano Sirichote et al., 2010
Typhimurium China 2007-2009 Humano Yuetal., 2011
Enteritidis Coréia 2009 Humano Tamang et al., 2011b
Enteritidis Uruguai 2011 Humano Bado et al., 2012
Panama Taiwan 2007 Humano Li et al., 2005
Enteritidis Alemanha 2003 Humano Romero et al., 2004
Enteritidis Japao 2003 Humano Izumiya et al., 2005
CTX-M-15 Concord Franca 2004-2006 Humano Fabre et al., 2009
Enteritidis Espanha 2002 Humano Gonzilez-Sanz et al., 2009
Infantis Iran 2007-2008 Humano Ranjbar et al., 2010
Concord Holanda 2007 Humano Veldman et al., 2010
Concord EUA 2006 Humano Sjolund-Karlsson et al., 2010
Infantis Argélia 2008-2009 Humano Naas et al., 2011
Typhimurium China 2007-2009 Humano Yuetal., 2011
Enteritidis Coréia 2009 Humano Tamang et al., 2011b
Enteritidis Coréia 2009 Humano Kim et al., 2011
Concord EUA 2007 Humano Sjolund-Karlsson et al., 2011
Kapemba Espanha 2001-2009 Humano Pérez-Moreno et al., 2013
Heidelberg Argélia 2008 Humano Kermas et al., 2012
Anatum Reino Unido 2001 Humano Batchelor et al., 2005a



Continuacédo da Tabela 4.

CTX-M-17/18

CTX-M-27
CTX-M-28
CTX-M-32
CTX-M-55
CTX-M-55/57

Typhimurium
Typhimurium
Enteritidis
Stanley
Enteritidis
Livingstone
Isangi
Enteritidis
Typhimurium
14,5,12:1:—

Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido
Reino Unido
Tunisia
Holanda
Espanha
China

EUA

2002
2003
2003
2002
2001
2002
2001-2002
2005
2007-2009
2007

Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano

Humano
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Batchelor et al., 2005a
Batchelor et al., 2005a
Batchelor et al., 2005a
Batchelor et al., 2005a
Batchelor et al., 2005a
Bouallegue-Godet et al., 2005
Hasman et al., 2005
Gonzalez-Sanz et al., 2009
Yuetal., 2011
Sj6lund-Karlsson et al., 2011

TABELA 5 — B-lactamases do tipo AmpC em sorovares de Salmonella de diversas

origens.

AmpC Sorovar Pais Ano Origem Referéncia

CMY-2  Senftenberg Argélia 1994 Humano Koeck et al., 1997
Typhimurium  EUA 1998-1999 Bovino Winokur et al., 2000
Heidelberg EUA 1998-1999 Suino Winokur et al., 2000
Give EUA 1998-1999 Suino Winokur et al., 2000
Heidelberg EUA 1998-1999 Bovino Winokur et al., 2000
Newport EUA 1996-1999 Humano Doublet et al., 2004
Typhimurium  EUA 1996-1998 Humano Doublet et al., 2004
Thompson EUA 1996-1998 Humano Carattoli et al., 2002
Choleraesuis Taiwan 2002 Humano Su et al., 2005
Worthington Reino Unido 2003 Humano Batchelor et al., 2005b
Anatum Reino Unido 2003 Humano Batchelor et al., 2005b
Heidelberg Dinamarca 2003 Humano Aarestrup et al., 2004
Wagenia Taiwan 2000 Humano Li et al., 2005
Derby Taiwan 2001 Humano Li et al., 2005
Duesseldorf Taiwan 2000 Humano Li et al., 2005
Bredeney Canada 1999 Ave Allen & Poppe, 2002
Ohio Canada 1996 Ave Allen & Poppe, 2002
Agona EUA 2000 Humano Giles et al., 2004
Reading EUA 2000 Humano Giles et al., 2004

CMY-4  Senftenberg Reino Unido 2001 Humano Batchelor et al., 2005b
Wien Tunisia 2001 Humano Armand-Lefevre et al., 2003

CMY-7  Typhimurium  Austrdlia 2000 Humano Hanson et al., 2002

DHA-1 Enteritidis Arébia Saudita 1992 Humano Barnaud et al., 1998

ACC-1 Mbandaka Tunisia 1999 Humano Makanera et al.; 2003
Bareilly Holanda 2001 Humano Hasman et al., 2005
Bareilly Holanda 2001 Ave Hasman et al., 2005
Braenderup Holanda 2001 Ave Hasman et al., 2005
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3.4.2 Resisténcia as Tetraciclinas

Desde a descoberta da clortetraciclina produzida por Streptomyces aureofaciens
em 1948, diversas tetraciclinas foram identificadas ocorrendo naturalmente
principalmente em espécies de Streptomyces (oxitetraciclinas e tetraciclinas) ou como
produtos semi-sintéticos (doxiciclina e minociclinas) (FIGURA 3) (CHOPRA et al.,
1992; CHOPRA & ROBERTS, 2001). As tetraciclinas tornaram-se populares devido ao
minimo efeito adverso e ao amplo espectro de acdo. Exibem atividade contra bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas, também contra clamidias, micoplasmas, riquétsias e
protozodrios. Possuem efeito bacteriostdtico prevenindo a ligacdo do tRNA a
subunidade 30S do ribossomo bacteriano, resultando na inibicdo da sintese proteica
(THAKER et al., 2010). Embora as tetraciclinas tenham um importante papel em
medicina humana e veterindria, a emergéncia de resisténcia tem limitado sua eficécia.

No Brasil, o uso da tetraciclina € vedado como aditivo zootécnico melhorador de

desempenho ou como conservante de alimentos para animais (BRASIL, 2009).

N(CHy),
H,C__OH
909846
CONH,
OH O OH O

FIGURA 3 — Estrutura quimica da tetraciclina.

Os mecanismos de resisténcia a tetraciclina incluem: o efluxo ativo de
tetraciclina do interior da célula, a producdo de proteinas de protecdo ribossdémica
(RPPs) e a degradacdo enzimdtica (THAKER et al., 2010). Inicialmente, os genes de
resisténcia a tetraciclina receberam a denominacio tet seguida por letras do alfabeto
romano, como fet(A) ou tet(B). Entretanto, a quantidade de genes tet empregou todas as
letras do alfabeto e para acomodar novos genes, uma nomenclatura que emprega
numeros foi introduzida. Um gene tet € identificado como novo quando apresentar < 79
% de identidade na sequéncia de aminoacidos com todos os genes previamente descritos
(CHOPRA & ROBERTS, 2001).

Mais de 40 genes tet, conferindo resisténcia as tetraciclinas, e trés genes ort,

conferindo resisténcia as oxitetraciclinas, denominados ort(A), ort(B) e ort(C), foram
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descritos até o presente (http://faculty.washington.edu/marilynr/tetweb4.pdf; dltimo

acesso em 24/01/2014). Entre esses determinantes, 26 genes fet, dois genes ort € um

gene fcr codificam bombas de efluxo, enquanto 11 genes fef € um gene ort codificam
RPPs. O mecanismo de inativacdo enzimdtica € atribuido a trés genes fet

(http://faculty.washington.edu/marilynr/tetwebl.pdf). Os genes que codificam bombas

de efluxo e RPPs sdo encontrados em bactérias Gram-negativas, Gram-positivas,
aerébicas e anaerdbicas. O mecanismo de inativacdo enzimatica foi observado apenas
em micro-organismos Gram-negativos (VAN HOEK et al., 2011).

Em Salmonella, o sistema de efluxo ativo é o mecanismo de resisténcia mais
comumente observado. Um estudo recente com Salmonella obtida de animais de
producdo nos Estados Unidos demonstrou que os genes de resisténcia as tetraciclinas
identificados foram ret(A), tet(B), tet(C), tet(D), tet(G) e tet(R) (FRYE & JACKSON,
2013). Entre diversos sorovares multi-resistentes de Salmonella obtidos de animais,
alimentos e humanos nos Estados Unidos e Canada, os genes de resisténcia associados a
tetraciclina encontrados foram fet(A), tet(B), tet(C) e tet(D), com tet(A) sendo detectado
em 80% dos i1solados (GLENN et al., 2013). Outro estudo, conduzido em Portugal,
descreveu a presenca de multi-resisténcia entre sorovares de Salmonella obtidos de
suinos ao abate e revelou que o gene fet(B) foi o mais frequentemente encontrado em
isolados de S. Typhimurium e sorovar 4,[5],12:i:- (GOMES-NEVES et al., 2013).

Muitos genes de resisténcia as tetraciclinas estdo localizados em elementos
genéticos moveis. Em bactérias Gram-negativas, os genes tet estdo frequentemente
localizados em grandes plasmideos conjugativos, o que pode explicar a grande
disseminagdo desses genes entre bactérias (HENTSCHKE et al., 2010; VILACOBA et
al., 2013). Transposons, como o Tn/0 carreando o gene fe#(B) e 0 Tn/721 carreando o
gene fet(A), também t€m sido descritos em membros da familia Enterobacteriaceae,
incluindo Salmonella (PASQUALI et al., 2005). O gene fet(G) tem sido detectado como
componente da Ilha Gendmica de Salmonella (SGI-1) associada ao cluster de multi-
resisténcia que foi primeiramente descrito em S. Typhimurium DT104 (MULVEY et
al., 2006). A SGI-1 e variantes foram também relatadas em outros sorovares de
Salmonella como S. Agona, S. Albany, S. Paratyphi B e S. Newport (MICHAEL et al.,
2006).

A regulacdo da expressdo dos genes fet é frequentemente associada a uma
proteina repressora da familia TetR. Na auséncia de tetraciclina, a proteina repressora

liga-se diretamente ao gene fet, bloqueando a transcricdo tanto da proteina de efluxo
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quanto da proteina repressora. Quando tetraciclina estd presente, o complexo
tetr.aciclina—Mg2+ entra na célula e se liga a proteina TetR, permitindo que ocorra a
expressdo gene ftet associado (CHOPRA & ROBERTS, 2001; RAMOS et al., 2005;
THAKER et al.,2010).

3.4.3 Resisténcia aos Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos sdo antimicrobianos que se ligam a fracdo 30S dos
ribossomos impedindo a leitura correta do RNA mensageiro e a sintese proteica
correspondente (VAKULENKO & MOBASHERY, 2003). Possuem um amplo espectro
de acdo e apresentam sinergismo com outros agentes antimicrobianos. Em meados de
1940, foi descoberto o primeiro aminoglicosideo, a estreptomicina, obtida de
Streptomyces griseus e usada com sucesso no tratamento da tuberculose (FIGURA 4).
ApOs a descoberta inicial da estreptomicina e seu sucesso na prdtica clinica, diversos
aminoglicosideos foram caracterizados, como a neomicina (1949), canamicina (1957),

gentamicina (1963) e tobramicina (1967) (BECKER & COOPER, 2013).

FIGURA 4 — Estrutura quimica da estreptomicina.

A resisténcia aos aminoglicosideos € disseminada entre micro-organismos e
pode ser causada por i) efluxo ativo, ii) diminuicdo da permeabilidade da célula, iii)
alteracdo nos ribossomos € 1v) inativacdo da droga por enzimas (VAN HOEK et al.,
2011). A modificagdo enzimatica € o mecanismo mais comum de resisténcia aos
aminoglicosideos. Dependendo do tipo de modificacdo, as enzimas sdo classificadas em
aminoglicosideo acetiltransferases (AAC), aminoglicosideo adeniltransferases (AAD)
(também conhecidas como aminoglicosideo nucleotidiltransferases [ANT]) e

aminoglicosideo fosfotransferases (APH) (BECKER & COOPER, 2013).
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Diferentes sistemas de nomenclatura para as enzimas modificadoras de
aminoglicosideos (AMEs) podem ser usados. O primeiro refere-se a acdo enzimdtica e
consiste em trés letras (AAC, ANT, APH), seguidas de um nimero entre parénteses que
identifica o lugar da modificacdo e, logo apds, um numeral romano para designar a
subclasse ou subtipo, por exemplo, AAC(3)-Ila. O outro sistema de nomenclatura
refere-se ao gene codificante, utilizando trés letras mindsculas em itdlico para cada tipo
de atividade (aac, aad, aph), uma letra maitscula para identificar o local da modificag¢ao
€ um nimero para o subtipo do gene. A designagdo aph(3’’)-1b, por exemplo, refere-se
ao tipo de modificacdo (aph para aminoglicosideo fosfotransferase), a posicdo onde a
modificacdo € introduzida (3’’) e também lista o subtipo do gene (/b). A designagdo
strA, usada para o mesmo gene, ¢ uma nomenclatura alternativa que se baseia apenas no
fendtipo de resisténcia correspondente (str para resisténcia a estreptomicina) € no
subtipo do gene (A) (MICHAEL et al., 2006; SCHWARZ et al., 2006).

Existem quatro classes e inimeras subclasses das enzimas AACs: AAC(1), que
ndo possui subclasses; AAC3)-I a X; AAC(2’)-1 e AAC(6’)-1 a IV (BECKER &
COORPER, 2013). Dentre essas quatro diferentes classes de N-acetiltransferases, apenas
aquelas que induzem acetilacio na posicdo 3’ [AAC3)] e 6° [AAC(6’)] t€m sido
detectadas em isolados de Salmonella (MICHAEL et al., 2006). O genes de resisténcia a
gentamicina aac(3)-Ila, aac(3)-1ll e aac(3)-1V sdo exemplos de genes pertencentes a
familia AAC(3) detectados em Salmonella (LIM et al., 2013; BEUTLICH et al., 2013).
A enzima com maior relevancia clinica dentro da classe AAC(6’) é codificada pelo gene
aac(6’)-1b. Ele estd presente em 70 % dos isolados Gram-negativos carreadores de
aac(6’)-1-, causando resisténcia a amicacina, sisomicina, tobramicina e netilmicina
(BECKER & COOPER, 2013). Em Salmonella, o gene aac(6’)-Ib foi identificado em
cassete génico inserido em integron de classe 1 (LAl et al., 2013).

As enzimas aminoglicosideo fosfotransferases (APH), codificadas pelos genes
aph, sdo responsaveis pela fosforilagao de grupamentos hidroxila em aminoglicosideos,
resultando em uma mudanca dramatica na capacidade de ligacdo aos ribossomos. Sete
classes e algumas subclasses dessas enzimas, APH(2’)-1 a IV, APH(3’)-1 a VII,
APH(3”’)-1, APH(4)-1, APH(6)-1, APH(7’)-1 e APH(9)-1 tém sido identificadas
(VAKULENKO & MOBASHERY, 2003; BECKER & COOPER, 2013). Apenas
aquelas cuja fosforilagao ocorre na posi¢ao 3’, 3’ e 6 tém sido identificadas no género
Salmonella. O gene aph(3’)-11a, responsavel pelo fendtipo de resisténcia a canamicina e

neomicina, foi identificado recentemente entre isolados de Salmonella na Austria, assim
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N

como o gene aph(3’)-Illa, o qual confere resisténcia adicional a amicacina
(WOEGERBAUER et al., 2013). Os genes aph(3’’)-Ib (também conhecido como strA)
e aph(6)-1d (também conhecido como strB) sdo responsaveis pela resisténcia apenas a
estreptomicina. O aph(3’’)-Ib foi o gene mais encontrado entre isolados de origem
clinica pertencentes a familia Enterobacteriaceae, com prevaléncia de 65,4 % (MIRO et
al.,, 2013). Frequentemente, esses genes sdo encontrados fisicamente ligados um ao
outro e precedidos ou seguidos do gene sul/2, responsdvel por promover resisténcia as
sulfonamidas (YAU et al., 2010; ANANTHAM & HALL, 2012).

As enzimas aminoglicosideo adeniltransferases (AAD) (também conhecidas
como aminoglicosideo nucleotidiltransferases [ANT]) apresentam-se divididas em cinco
classes: ANT(2’"), ANT(3”), ANT(4’), ANT(6) e ANT(9). Nao existem subclasses com
exce¢do do ANT(4’), que inclui as subclasses I e II. Embora sejam a menor familia de
AMEs, apresentam grande importancia clinica, porque conferem resisténcia a
tobramicina, amicacina e gentamicina (BECKER & COOPER, 2013). Em Salmonella,
aqueles genes cujos produtos atuam nas posicdes 3’ [aadA, ant(3’’)] e 2”° [aadB,
ant(2’’)] sdo identificados frequentemente. No grupo aadA, que confere resisténcia a
estreptomicina e espectinomicina, pelo menos 12 subtipos foram relatados entre
isolados de Salmonella e estao disponiveis no banco de dados: aadAl, aadA2, aadA4,
aadAS5, aadA6, aadA7, aadAl2, aadA2l, aadA22, aadA23, aadA24 e aadA26

(www.ncbi.nlm.nih.gov/). Muitos desses genes sdo encontrados em cassetes génicos

localizados em integrons. Em Salmonella sorovar 4,[5],12:1:2-, os genes aadAl e aadA2
foram encontrados como cassetes génicos localizados em integrons de classe 1, os
quais, por sua vez, estavam localizados em plasmideos do tipo IncA/C (GARCIA et al.,
2011). Pérez-Moreno e colaboradores (2013) relataram a presenga dos genes aadAl,
aadA2, aadAS, aadA7 e aadAl3 em cassetes génicos de integrons de classe 1 em

diferentes sorovares de Salmonella.

3.4.4 Resisténcia aos Fenicois

Em 1947, o cloranfenicol foi purificado a partir de Streptomyces venezuelae por
David Gottlieb. O cloranfenicol € molécula com estrutura simples e, por esse motivo,
um pequeno nimero de derivados pode ser sintetizado a partir da molécula original, sem
haver efeitos adversos na atividade antimicrobiana. Para a sintese de azidanfenicol, dois

atomos de cloro (-Cly) sdo substituidos por um grupo azida. O tianfenicol difere do
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cloranfenicol pela presenca de um grupo sulfometilo (-SO,CH3) no lugar de um
grupamento p-nitro (-NO,). O florfenicol é um andlogo do tianfenicol e apresenta um
atomo de fldor (-F) no lugar do grupo hidroxila (-OH) (SCHWARZ et al., 2004; VAN
HOEK et al., 2011).

O cloranfenicol é um agente antimicrobiano muito eficaz no tratamento de uma
gama considerdvel de enfermidades. Entretanto, ¢ uma droga extremamente tdxica,
podendo causar anemia apléstica devido a depressdao profunda da atividade da medula
Ossea levando a pancitopenia (diminuicdo de todas as células do sangue) em individuos
hipersensiveis. No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
proibiu o uso deste antimicrobiano em animais de producdo (BRASIL, 2003), seguindo
o banimento que ja havia ocorrido na maioria dos paises. Enquanto o cloranfenicol ndo
€ licenciado para o uso em animais de producgdo, o florfenicol € indicado para
tratamento de infec¢gdes do trato respiratério e digestorio de suinos e bovinos.

Os agentes antimicrobianos do grupo dos fenicéis ligam-se reversivelmente a
subunidade 50S do ribossomo bacteriano e inibem a sintese proteica. Cloranfenicol e
florfenicol possuem um amplo espectro de acdo e atuam bacteriostaticamente contra
micro-organismos Gram-negativos, Gram-positivos, bactérias aerdbicas e anaerdbicas,
além de clamidias, riquétsias e micoplasmas (SHAW, 1983; YAO & MOELLERING,
1999). O mecanismo de resisténcia mais comum em bactérias Gram-negativas é a
inativagdo enzimatica através de cloranfenicol acetiltransferases (CAT), as quais
inativam o cloranfenicol, porém nao o florfenicol. As CATs podem ser divididas em
dois grandes grupos: tipo A e tipo B (SCHWARZ et al., 2004; WRIGHT, 2005). Em
Salmonella, o gene catAl € o mais frequentemente encontrado, tendo sido detectado em
plasmideos de S. Infantis (DIONISI et al., 2011), S. Typhimurium (BEUTLICH et al.,
2013) e S. Typhi (PARKHILL et al., 2001). Entre os genes que codificam as CATs do
tipo B, catB3 foi detectado recentemente em cassetes génicos localizados em integrons
em S. Typhimurium e S. Indiana (LI et al., 2013; LATI et al., 2013).

Além da inativacdo enzimadtica, existem outros sistemas de resisténcia ao
cloranfenicol, como a inativacdo por fosfotransferases, mutacdoes no alvo da droga,
alteracdes na permeabilidade e sistemas de efluxo ativo. Dentre eles, o mecanismo de
efluxo ativo através dos genes cmlA e floR € o mais conhecido (VAN HOEK et al.,
2011). O gene cmlA causa resisténcia ao cloranfenicol, mas ndo ao florfenicol. Entre
isolados de Salmonella, o gene exportador cmlA foi identificado em cassete génico

localizado em integrons de classe 1 em S. Indiana (MENG et al., 2011) e S. Stanley
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(KRAULAND et al., 2010). Uma variante do gene, denominada cmlA9, foi identificada
como parte de uma ilha de multi-resisténcia SGI-2 em S. Emek (LEVINGS et al., 2008).

O gene floR, também denominado como flo, flos;, pp-flo ou cmilA-like, é um
exportador de cloranfenicol e florfenicol. Apesar da variacdo na nomenclatura, esses
genes apresentam estreita relacdo e apresentam 96-100% de identidade em suas
sequéncias de nucleotideos e 88-100% de identidade na sequéncia de aminoécidos
(SCHWARZ et al., 2004). O gene floR foi identificado como parte da ilha de multi-
resisténcia SGI-1, localizada no cromossomo de S. Typhimurium DT104 (BRIGGS &
FRATAMICO, 1999). Adicionalmente, o gene floR tem sido identificado em
plasmideos de multi-resisténcia IncA/C de S. Typhimurium (WIESNER et al., 2011). O
gene floR também foi identificado em plasmideo de S. Typhimurium associado ao gene

que codifica B-lactamases CMY-2 (TAMAMURA et al., 2013).

3.4.5 Resisténcia a Sulfonamidas e Trimetoprima

Desde 1968, a combinacdo de sulfonamidas e trimetoprima tem sido bastante
usada no tratamento de infec¢Oes bacterianas devido, principalmente, ao seu baixo custo
(FIGURA 5) (ROBERTS, 1998). Esses componentes sdo agentes antimicrobianos
bacteriostaticos que atuam competitivamente inibindo enzimas envolvidas na sintese do
acido folico. As sulfonamidas sdo andlogas do 4cido p-aminobenzéico, inibindo a
enzima diidropteroato sintetase (DHPS), enquanto a trimetoprima atua inibindo a
enzima diidrofolato redutase (DHFR) (ALCAINE et al., 2007). A combinac¢do desses
agentes € comumente utilizada para o tratamento de infecgdes do trato urindrio ou
respiratério de animais, mas também € utilizada em medicina humana. A utiliza¢do das
sulfonamidas como aditivos ou como conservantes de alimentos para animais € proibida

no Brasil (BRASIL, 2009).
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FIGURA S — a) Estrutura quimica da sulfonamida e b) trimetoprima.
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A resisténcia as sulfonamidas em isolados de Salmonella tem sido atribuida a
presenca do gene sul, o qual codifica uma variante resistente da enzima alvo
diidropteroato sintetase (DHPS). Trés principais genes sul tém sido identificados: sull,
sul2 e sul3 (VAN HOEK et al., 2011). O gene sull foi relatado em diversos sorovares
de Salmonella e, frequentemente, € relatado como parte da regido conservada de
integrons de classe 1 (PEREZ-MORENO et al., 2013). O gene sul2 pode aparecer
fisicamente ligado ao cluster de resisténcia a estreptomicina strA-strB, comumente
encontrado em plasmideos mas ndo relacionado com integrons (YAU et al., 2010).
Diferentes sorovares de Salmonella, como Typhimurium e 4,[5],12:i:-, revelaram a
presenca do gene sul2 (BEUTLICH et al., 2013; MULVEY et al., 2013). A ligacdo
entre o gene sul3 e o integron de classe 1 foi evidenciada em S. Choleraesuis e S.
Typhimurium (CHIU et al., 2005; ANTUNES et al., 2007). Essa pode ser uma das
razdes para a rdpida disseminacdo de genes sul3 nos dltimos anos.

A resisténcia a trimetoprima € atribuida a expressdo da variante resistente da
enzima DHFR. De acordo com a estrutura, essas enzimas sao subdivididas em duas
familias, que sdo codificadas pelos genes dfrA e dfrB (VAN HOEK et al., 2011).
Membros do grupo dfrA apresentam pelo menos 474 nucleotideos (157 aminoacidos) e
sao encontrados frequentemente inseridos em cassetes génicos. O cassete génico
contendo dfrAl é comumente relatado e ja foi encontrado, por exemplo, em S.
Braendenburg (MARTfNEZ et al., 2007), S. Bredeney (MICHAEL et al., 2008), S.
Newport (KHAN et al., 2009) e S. Paratyphi B (DU et al., 2012). Os membros do
segundo grupo dfrB possuem 237 nucleotideos (78 aminoécidos) e sdo identificados
com menor frequéncia que os membros do grupo dfrA (VAN HOEK et al., 2011). A
primeira descrigdo do gene dfrB em Salmonella ocorreu em 2006, quando um cassete
génico contendo dfrB6 foi encontrado em integron de classe 1 de S. Infantis (LEVINGS
et al., 2000).

3.4.6 Resisténcia as Quinolonas e Fluoroquinolonas

As quinolonas representam uma classe de agentes antimicrobianos sintéticos
eficazes no tratamento de diversas infeccdes, principalmente as de origem bacteriana. A
primeira quinolona, o 4cido nalidixico, foi introduzido na clinica médica em 1962
(FIGURA 6) (ALCAINE et al, 2007; VAN HOEK et al.,, 2011). Este agente

antimicrobiano foi utilizado no tratamento de infe¢des do trato urindrio causadas por
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enterobactérias. No Brasil, é vedado o uso das quinolonas como aditivos ou como
conservantes de alimentos para animais (BRASIL, 2009), porém sio moléculas muito
utilizadas na terapéutica de diversas infeccoes que acometem suinos (BARCELLOS et

al., 2012).

FIGURA 6 — Estrutura quimica do 4cido nalidixico.

A segunda geracdo das quinolonas surgiu quando ficou comprovado que a
adicdo de atomo de fldor na posicdo R6 da molécula de quinolona, criando uma
fluoroquinolona, aumentava sua atividade bioldgica. Durante os anos 80, varias
fluoroquinolonas foram desenvolvidas, como ciprofloxacina, norfloxacina e ofloxacina.
Esses compostos apresentavam maior atividade contra bactérias Gram-negativas, eram
ativas contra algumas espécies Gram-positivas e atingiram uma atividade antibacteriana
mil vezes superior ao acido nalidixico (WOLFSON & HOOPER, 1989; HOOPER,
2000; KING et al., 2000). Posteriormente, novas alteracdes resultaram no
desenvolvimento da terceira geracdo de fluoroquinolonas, como levofloxacina e
esparfloxacina, alcancando potente atividade contra bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas (HOOPER, 2000; KING et al., 2000).

As quinolonas inibem a ac¢do das enzimas DNA girase e topoisomerase IV,
essenciais para a replicacdo do DNA na célula bacteriana. A DNA girase é composta
por duas subunidades GyrA e GyrB. A topoisomerase IV apresenta uma estrutura
similar, também composta por duas subunidades denominadas ParC e ParE (HOOPER,
2000). A resisténcia de Salmonella as quinolonas esté relacionada a dois mecanismos. O
primeiro mecanismo € mediado por mutagdes cromossdmicas em genes que codificam
proteinas alvo, como as enzimas DNA girase e topoisomerase IV. O segundo
mecanismo envolve alteracdes na expressdo do sistema de efluxo AcrAB-TolC,
principalmente devido a mutag¢des nos genes reguladores, resultando na super-expressao

do sistema de efluxo (ALCAINE et al., 2007, FABREGA et al., 2009).
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O ponto de mutagdo mais importante em Salmonella € no gene gyrA, o qual
codifica a subunidade A da enzima DNA girase. As mutacdes em gyrA ocorrem em uma
regido entre os aminodcidos 67 e 106, chamada regido determinante de resisténcia as
quinolonas (quinolone resistance-determining region-QRDR). Substituicdes no
aminodcido Ser-83 (por Phe, Tyr ou Ala) ou no aminoédcido Asp-87 (por Gly, Asn ou
Tyr) sdo frequentemente observadas em cepas resistentes ao 4cido nalidixico
(BALLESTE—DELPIERRE et al., 2013; VELHNER et al., 2013). Muta¢des duplas nos
residuos 83 e 87 ja foram identificadas em isolados clinicos de S. Typhimurium DT204
com elevada resisténcia as fluoroquinolonas (HEISIG et al., 1995). Nos dltimos anos,
duas mutacdes em gyrA foram identificadas dentro da regido QRDR em um isolado de
S. Typhi. A primeira substituicdo foi comum, induzindo a troca de serina por
fenilalanina no c6don 83. No entanto, a segunda mutacdo foi inédita, com substitui¢do
de uma citosina por timina no nucleotideo 248, resultando na troca do acido aspértico
por valina no c6don 87 (KOIRALA et al., 2012).

Uma mutagdo espontdnea dupla € considerada um evento genético raro,
ocorrendo na frequéncia de 10" a 107 para fluoroquinolonas. Por esse motivo, um
fendmeno mutacional ndo fornece explicacdo satisfatdria para a frequéncia com a qual a
resisténcia tem surgido. Em 1998, foi descoberto o primeiro plasmideo mediando
resisténcia as quinolonas (Plasmid-mediated quinolone resistances-PMQR), devido a
presenca do gene gnrA (MARTINEZ-MARTINEZ et al., 1998). A proteina Qnr protege
o complexo DNA girase, alvo das quinolonas e fluoroquinolonas, promovendo a
resisténcia as quinolonas e suscetibilidade reduzida as fluoroquinolonas. Mais genes
gnr, como gnrB, gnrC, gnrD e gnrS foram descritos posteriormente (VAN HOEK et al.,
2011).

Em Salmonella, o gene gnrA3 foi detectado em S. Enteritidis isolada de
humanos em Hong Kong (CHEUNG et al., 2005; CHU et al., 2006). Dentre a familia de
proteinas QnrB, o gene gnrB19 foi identificado em um isolado de S. Typhimurium,
obtido em 2004, de um caso de gastroenterite humana na Italia (DIONISI et al., 2009).
Além disso, o gene gnrB19 foi detectado em isolado de S. Typhimurium de humanos na
Holanda (GARCIA-FERNANDEZ et al., 2009; HAMMERL et al., 2010; VELDMAN
et al., 2011), em isolados de Salmonella de répteis na Alemanha (DIERIKX et al., 2010,
GUERRA et al., 2010), bem como em isolados de Salmonella de humanos na Coreia
(JEONG et al., 2011). Existem relatos ainda do gene gnrD1 em isolados de S. Kentucky
e S. Bovismorbificans na China (CAVACO et al., 2009). O gene gnrS1 foi também
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encontrado entre isolados de Salmonella no Reino Unido e Holanda (HOPKINS et al.,
2007; GARCIA-FERNANDEZ et al., 2009).

Além dos genes gnr, um segundo gene de resisténcia as quinolonas localizado
em plasmideos, o gene aac(6’)-Ib-cr, foi identificado. Esse gene codifica a enzima
aminoglicosideo acetiltransferase, a qual confere resisténcia a canamicina e
suscetibilidade reduzida a ciprofloxacina e norfloxacina (ROBICSEK et al., 2006). O
gene aac(6’)-1b-cr foi observado em S. Enteritidis concomitantemente com os genes
gnrA e gnrB (AL-GALLAS et al., 2013). Uma nova variante do gene aac(6’)-1b-cr,
designada aac(6’)-1b-cr4, foi encontrada em plasmideo de S. Typhimurium (DE TORO
et al., 2013). Adicionalmente, o gene plasmidial gepA foi responsavel por promover
resisténcia as quinolonas. O gene gepA possui duas variantes gepAl e gepA2
(CATTOIR et al., 2008), as quais codificam uma bomba de efluxo capaz de expulsar
fluoroquinolonas hidrofilicas, como a ciprofloxacina e a enrofloxacina (PERICHON et
al., 2007; YAMANE et al., 2007). Um gene com 100 % de identidade com o gepA foi
encontrado em S. Typhimurium, embora ndo tenha sido associado com o fenétipo de

reduzida suscetibilidade as quinolonas (LUNN et al., 2010).

3.5 Transferéncia Horizontal de Genes de Resisténcia

N

A transferéncia horizontal de genes corresponde a transferéncia de material
genético entre bactérias da mesma geracdo. Os genes de resisténcia adquiridos estdo
frequentemente localizados em elementos genéticos moéveis, 0s quais possuem a
capacidade de translocacio de uma parte do genoma para outra ou entre genomas (VAN
HOEK et al., 2011). Os elementos genéticos mdveis podem se disseminar
horizontalmente entre bactérias de mesma espécie, mas também entre diferentes
espécies ou diferentes gé€neros bacterianos (THOMAS et al., 2005). Muitos genes de
resisténcia presentes em cepas de Salmonella estao também presentes em outros géneros
bacterianos. Um exemplo € o gene de resisténcia aadA que confere resisténcia
combinada a estreptomicina e espectinomicina e pode ser encontrado tanto em bactérias
Gram-negativas quanto em Gram-positivas (KEHRENBERG et al., 2005).

A disseminacdo de genes de resisténcia entre membros de diferentes espécies e
géneros bacterianos em condi¢des naturais requer a transmissdo horizontal por

conjugacado, transdu¢do ou, menos frequentemente, por transformagcdao (FIGURA 7). A

transformagdo natural tem sido descrita para bactérias como Haemophilus,
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Campylobacter ou Pseudomonas, entre outras (THOMAS et al.,, 2005). Os
bacteri6fagos também desempenham um papel importante na disseminagdo de DNA
entre bactérias, atuando como veiculo de genes de resisténcia. Em condi¢des naturais, a
conjugacdo é o mecanismo mais comum para transferéncia de plasmideos e transposons.
A conjugacdo € um processo no qual o contato entre as células € estabelecido e um poro
¢ formado na parede bacteriana, para que ocorra a passagem de DNA da célula doadora
para a receptora (VAN HOEK et al., 2011). A transferéncia horizontal de elementos
genéticos moveis contribui para a aquisi¢do, manuten¢do e disseminagdo de genes de
resisténcia a agentes antimicrobianos (DOMINGUES et al., 2012). Alguns elementos
incluindo plasmideos, transposons, integrons e cassetes génicos, além de ilhas

genOmicas podem estar presentes em cepas resistentes aos agentes antimicrobianos.

Conjugacao 4 : Transformagéo
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FIGURA 7 — Transferéncia horizontal de genes de resisténcia por conjugagio,
transformagao e transducdo (Copyright © Science Photo Library).

3.5.1 Plasmideos

Os plasmideos sdo moléculas de DNA circular dupla fita que podem se replicar

independentemente do DNA cromossdmico da célula hospedeira. Os plasmideos podem
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estar presentes em quase todas as espécies bacterianas variando em tamanho e nimero
de copias por célula (WATERS, 1999). Eles podem abrigar genes essenciais para a
iniciacdo e controle da replicac@o e genes acessorios que podem ser uteis para a célula
hospedeira, como genes de resisténcia ou viruléncia (SCHWARZ et al., 2006). Os
plasmideos que possuem genes para a conjugacdo sdo chamados de conjugativos e
apresentam uma origem de transferéncia (oriT). Os genes necessarios para a conjugacao
plasmidial estdo agrupados no operon tra de tamanho >15 kb (SMILLIE et. al., 2010).
Sendo assim, plasmideos conjugativos devem ser maiores que 20 kb. Os plasmideos
pequenos podem ser mobilizados juntamente com grandes plasmideos durante o
processo de conjugacdo (VAN HOEK et al., 2011).

Alguns tipos de plasmideos ndo podem coexistir na célula bacteriana e esse fato
deu origem a divisdo em grupos de incompatibilidade (NOVICK, 1987; COUTURIER
et al., 1988). Plasmideos com o mesmo sistema de controle da replicacdo sao chamados
de “incompativeis”, enquanto que plasmideos com diferente sistema de controle da
replicagdo sdao conhecidos como ‘“compativeis”. Dessa forma, dois plasmideos
pertencentes a0 mesmo grupo Inc ndo podem se propagar na mesma linhagem celular
(COUTURIER et al., 1988). A identificacdo do grupo Inc tem sido frequentemente
utilizada para a classificacdo de plasmideos. Em 2005, Carattoli e colaboradores
desenvolveram um método para a identificacio dos principais grupos de plasmideos que
circulam entre Enterobacteriaceae, denominado PCR baseado na tipagem do replicon
(PBRT). Nesse método, 18 pares de oligonucleotideos iniciadores foram desenhados
para a realizacdo de cinco ensaios de multiplex PCR e trés ensaios de simplex PCR,
reconhecendo os grupos FIA, FIB, FIC, HI1, HI2, I1-Iy, L/M, N P, W, T, A/C, K, B/O,
X, Y, FeFIIA.

Os grupos de plasmideos ndo ocorrem com a mesma frequéncia entre membros
da familia Enterobacteriaceae, com alguns sendo mais prevalentes e difusos que outros.
Em 2008, Garcia-Ferndndez e colaboradores desenvolveram um esquema de tipagem de
sequéncias de plasmideos (plasmid multi-locus sequence typing - pMLST) com o
objetivo de identificar linhagens clonais relacionadas, semelhante a0 MLST conduzido
para genomas bacterianos. Esse método estd disponivel para a familias de plasmideos
mais prevalentes em Enterobacteriaceae, como Incll, IncF, IncHI2 e IncN

(http://pubmlst.org/plasmid/) (CARATTOLI, 2013).
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3.5.2 Transposons

Os elementos genéticos mdveis mais simples sdo as sequéncias de insercao (IS).
As ISs s@o pequenos segmentos de DNA (< 2,5 kb), os quais codificam apenas funcdes
necessdrias a transposicdo dentro e entre genomas e os genes das proteinas
(transposases) que a promovem (SIGUIER et al., 2006; SCHWARZ et al., 20006).
Quando uma IS possui genes acessorios, ndo envolvidos em sua translocagdo, recebe o
nome de transposons. Um transposon simples contém apenas um gene acessOrio
(normalmente gene de resisténcia) além do gene da transposase (ROBERTS et al.,
2008). Os transposons sao elementos de DNA dupla fita de tamanho varidvel (2 — 20
kb), que ao contrdrio dos plasmideos, ndo possuem sistema de replicagdo autdnoma.
Esses elementos necessitam estar integrados no DNA cromossdmico ou em plasmideos
para que ocorra a sua replicacao (WOZNIAK et al., 2010).

Baseado em sua estrutura, os transposons podem ser diferenciados em
transposons compostos ou complexos. A estrutura bdsica do transposons compostos
pode ser esquematizada por: a) uma regido central com genes ndo relacionados a
transposicdo (geralmente genes de resisténcia a antimicrobianos) e b) dois modulos que
delimitam essa regido central e que sdo sequéncias de insercdo, as quais codificam as
atividades de transposicdo. Exemplos de transposons compostos sdo o TnS
(REZNIKOFF, 2002) conferindo resisténcia aos aminoglicosideos e o Tn7 (CRAIG,
2002), que confere resisténcia a trimetoprima e aminoglicosideos. Os transposons
complexos geralmente possuem repeticdes invertidas curtas nas extremidades que
variam de 15 a 40 pb e uma regido de repeticio interna, a qual separa a parte
responsavel pelas funcdes de transposicdo da parte responsdvel pelas funcdes de
resisténcia. O Tn/721 que abriga o gene de resisténcia a tetraciclina fef(A) € um
exemplo de transposon complexo (HENTSCHKE et al., 2010).

A movimentacdo de transposons desempenha um importante papel na aquisicao
de genes de resisténcia aos antimicrobianos em Salmonella. Transposons abrigando
genes de resisténcia a tetraciclina ja foram descritos em diversas bactérias, incluindo
membros da familia Enterobacteriaceae. O gene de resisténcia a tetraciclina zet(A), que
codifica uma proteina de efluxo, é associado com o transposon Tn/72/ em diversos
sorovares de Salmonella (GARCfA et al., 2011). O gene blatgm.;, que confere
resisténcia a ampicilina, tem sido detectado no transposon Tn3 localizado em

plasmideos conjugativos € ndo conjugativos, ou no DNA cromossdmico de Salmonella
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(PASQUALI et al., 2005; MARTINEZ et al., 2010). Além desses transposons, o Tn/0
abrigando o gene tet(B), o qual confere resisténcia a tetraciclina, ja foi descrito em
Salmonella (CAIN & HALL, 2012a). O gene catAl, responsdvel pela resisténcia ao
cloranfenicol, foi também descrito como parte de um Tn9 em plasmideos de multi-
resisténcia de Salmonella (MARTINEZ et al., 2007). O estudo de Cain & Hall (2012b)
demonstrou a presenca de um plasmideo, abrigando 10 genes de resisténcia a

antimicrobianos, em um transposon derivado do Tn2670 em S. Typhimurium.

3.5.3 Ilhas GenOmicas

A ilha gendmica 1 de Salmonella (SGI1) apresenta um tamanho de 43 kb e
contém uma regido de multi-resisténcia conferindo resisténcia a ampicilina,
cloranfenicol/florfenicol, estreptomicina/espectinomicina, sulfonamida e tetraciclina,
codificada pelos genes blapsg.1, floR, aadA2, sull e tet(G). Os genes de resisténcia estdo
localizados dentro de integrons, denominados In104, os quais pertencem a familia In4
(MULVEY et al., 2006). A SGI1 ¢ transferida horizontalmente e foi identificada como
elemento integrativo mobilizdvel (DOUBLET et al., 2005). A ilha foi primeiramente
identificada em uma cepa multi-resistente de S. Typhimurium fagotipo DT104 (BOYD
et al., 2001). Subsequentemente, a SGI1 também foi identificada em outros sorovares de
Salmonella e em Proteus mirabilis (AHMED et al., 2007, DOUBLET et al., 2004a,
DOUBLET et al., 2004b).

Desde a descoberta da SGI-1, inimeras variantes t€m sido descritas entre os
sorovares de Salmonella. A maioria delas demonstra um ganho, perda ou troca de genes
de resisténcia. Beutlich e colaboradores (2011) identificaram sete diferentes variantes de
SGI1 associadas com multi-resisténcia. Os autores relataram a presenga de SGII-A e
SGI1-C no sorovar Derby, SGII-F em Albany, SGII-L em Newport, SGI1-K em
Kentucky e SGI1-M em Typhimurium. Também foi encontrada uma nova variante
semelhante & SGI1-C com resisténcia adicional a gentamicina, codificada pelo gene
aadB. Um estudo retrospectivo com cepas de S. Kentucky isoladas de pacientes
humanos entre 1969 e 1999 revelou a presenca de uma nova variante, denominada
SGI1-J6, contendo os genes aadA2, floR2, tet(R), tet(G) e sull localizados em um
complexo integron. Além disso, uma nova sequéncia de insercdo denominada ISSen5

foi identificada inserida na ORF S023 de SGI1 (LE HELLO et al., 2012). Esses estudos
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demonstram que uma grande diversidade fenotipica e genotipica pode ser observada

entre isolados positivos para SGI1.

3.5.4 Integrons

O termo integron descreve uma grande familia de elementos genéticos capazes
de capturar pequenos elementos, denominados cassetes génicos (FIGURA 8) (HALL,
2012). O principal componente de um integron funcional € o gene intl, responsdvel pela
producdo da enzima integrase. Essa enzima catalisa a excisdo e integra¢do de cassetes
génicos. A integracdo do cassete ocorre em um lugar especifico imediatamente
adjacente ao gene intl, denominado sitio de recombinagdo primario (attl). Os integrons
apresentam uma regido promotora, a qual € responsdvel pela expressdo dos cassettes
génicos. A expressdo desses genes ocorre através do promotor Pc, que estd incorporado
no gene intl ou no sitio de recombinagdo attl (CAMBRAY et al., 2010). Os integrons
consistem em dois segmentos conservados (CS), 5’-CS e 3’-CS, os quais flanqueiam a
regido variavel que contém um ou mais cassetes génicos A parte 5’-CS contém o gene
da integrase, o sitio de recombinacdo e o promotor. A parte 3’-CS abriga o gene
qacEAI, gene semi-funcional derivado do gene gacE que confere resisténcia aos
compostos quaterndrios de amonia, o gene de resisténcia a sulfonamidas su// e uma fase

de leitura aberta de fungcdo desconhecida denominada ORFS (SCHWARZ et al., 2006).

Os cassetes génicos estdo entre os mais simples elementos genéticos moveis,
porém ndo sdo moveis por si sO, requerem a acao da Intl. O cassete génico geralmente
consiste em um Unico gene ou uma fase de leitura aberta (open reading frame) e um
sitio de recombinacdo attC, o qual permite que ele seja reconhecido pela Intl e, portanto,
essencial para a mobilidade do cassete (HALL, 2012). O sitio de recombinacdo foi
originalmente chamado de elemento de 59 bases (59-base element), no entanto, pode
variar de tamanho de 57 pb até 140 pb. Devido a natureza da recombinacdo sitio-
especifica que promove a integracdo de um cassete na forma circular livre, uma pequena
parte do artC é encontrado no comego do cassete linearizado e outra parte no final

(RECCHIA & HALL, 1995).
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5’-CS 3’-CS

FIGURA 8 — Representacdo esquemadtica de um integron classe 1 e um modelo para a
aquisicdo de cassetes génicos.

Diferentes classes de integrons foram definidas de acordo com a homologia das
sequéncias de integrases, sendo que as classes 1, 2 e 3 estao frequentemente envolvidas
na disseminacdo de fendtipos de multi-resisténcia e tém maior ocorréncia quando
comparadas a outras classes (CAMBRAY et al., 2010). Membros da mesma classe
possuem a mesma integrase, porém podem conter diferentes cassetes génicos. As
integrases de diferentes classes sdo distinguidas através de diferencas em suas
sequéncias de aminodcidos. A Intll apresenta 46 % de identidade com a Intl2, enquanto
que Intll apresenta 60 % de identidade com a Intl3 (HALL, 2012). Desde 2009, foi
desenvolvido um banco de dados exclusivo para sequéncias de integrons, integrases e

cassetes génicos, denominada INTEGRALL (http://integrall.bio.ua.pt) (MOURA et al.,

2009). Realizando uma busca com a palavra “Salmonella” no campo “Organism”,
foram encontrados 275 registros de integrons e cassetes génicos (Ultimo acesso em
15/02/2014).

Os integrons de classe 1 sdo os mais disseminados e clinicamente importantes,
sendo detectados em 22% a 59 % dos isolados de bactérias Gram-negativas.
Geralmente, estdo associados com transposons funcionais e ndo funcionais derivados de
Tn402, os quais podem estar alojados em grandes transposons como o Tn2/
(CAMBRAY et al., 2010). Integrons de classe 1 sao os mais frequentes também entre

isolados do género Salmonella. Um conjunto diversificado de integrons de classe 1,
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revelando oito diferentes tipos de cassetes génicos, foi observado em estudo recente
(HSU et al., 2013). Nesse estudo, o gene int/l esteve presente em 83,6 % de uma
colecdo de 499 isolados de Salmonella obtidos de humanos e animais, pertencendo a
diferentes sorovares. Entre as cepas positivas para o gene int/1, 86,3 % apresentaram o
integron de classe 1 abrigando cassetes génicos, os quais revelaram tamanhos variando
entre 1 e 2 kb, e 13,7 % apresentaram o integron de classe 1 vazio, sem a presenca de

cassetes génicos.

3.6 Teste de Suscetibilidade

A suscetibilidade in vitro de bactérias aos agentes antimicrobianos ainda é
determinada de forma mais frequente por testes fenotipicos, embora métodos
genotipicos venham ganhando cada vez mais espaco na rotina laboratorial. Diversos
métodos fenotipicos podem ser empregados para predizer a suscetibilidade de bactérias
aos agentes antimicrobianos: teste de disco-difusdo, E-test, diluicdo em 4gar, micro-
diluicido ou macro-diluicdo em caldo, alguns desses sdo qualitativos e outros
quantitativos. Os testes devem ser realizados de acordo com procedimentos aceitos
internacionalmente, como aqueles publicados pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2012), pela The European Comittee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST, 2013), pela British Society for Antimicrobial Chemotherapy
(WOOTTON, 2013), pelo Comité de L'Antibiogramme de La Société Francaise de
Microbiologie (CASFM, 2012), entre outros.

3.6.1 Testes Fenotipicos de Suscetibilidade

Em principio, trés testes sdo baseados na determinagdo fenotipica de
suscetibilidade aos agentes antimicrobianos: o teste de disco-difusdo, o Etest e os testes
de dilui¢do. O objetivo de todos esses € classificar 0s micro-organismos nas categorias
“suscetivel”, “intermediario” ou “resistente” ao agente antimicrobiano testado. O
resultado do teste de suscetibilidade poderd fornecer um progndstico em relacdo a
eficdcia do agente antimicrobiano.

Os testes de disco-difusdo devem seguir metodologias padronizadas e medidas
do didmetro do halo de inibicdo correlacionadas as concentragdes inibitorias minimas

(Minimal Inhibitory Concentration - MIC) de cepas reconhecidamente suscetiveis e
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resistentes aos diversos agentes antimicrobianos. Para a realizacdo do teste de disco-
difusdo, uma suspensdo bacteriana definida (in6culo) é semeada na superficie seca da
placa de dgar Mueller-Hinton. Um conjunto pré-determinado de discos, impregnados
com agentes antimicrobianos em concentracdes conhecidas, é colocado na superficie da
placa de 4gar semeada. Apds 16-18 horas de incubacdo a temperatura de 35 °C, os
diametros dos halos de inibi¢do sdo mensurados e o micro-organismo classificado apds
consulta a tabelas de referéncia, como ‘“suscetivel”, “intermediario” ou “resistente”.
Esse método fornece apenas resultados qualitativos.

O E-test ¢ um método de difusdo em 4gar que permite a determinagdo da
concentracdo inibitéria minima. Os procedimentos de preparacdo do indculo e
semeadura sdo similares ao anteriormente referido. Uma fita pléstica, disponivel
comercialmente, impregnada com concentragdes crescentes do agente antimicrobiano €
adicionada a placa semeada. A determinagdo do valor de MIC ¢ feita considerando-se o
ponto de intersec¢do da fita e a zona de inibi¢do do crescimento do micro-organismo,
que assume a forma eliptica. Vdrios estudos demonstram que a MIC determinada pelo
E-test apresenta concordancia com os resultados obtidos em testes de diluicao, embora a
interpretacdo dos resultados possa ser dificultada em algumas situacoes.

Os métodos de diluicdo em caldo (microdilui¢do e macrodilui¢do) ou em dgar
sdo considerados padrdo para avaliar quantitativamente a atividade in vitro de um
agente antimicrobiano contra um determinado isolado bacteriano. O teste pode ser
realizado em caldo ou 4gar, os quais s@o preparados com concentragdes crescentes dos
agentes antimicrobianos. A seguir, os tubos ou as placas sdo inoculados com uma
suspensdo padrdao do micro-organismo a ser testado. Apds a incubacgdo a 35 °C por 16-
20 horas, examinam-se os tubos ou placas para verificar a presenga de crescimento. O
valor de MIC ¢€ registrado como a menor concentracdo do agente antimicrobiano que
inibe completamente o crescimento do micro-organismo. Os métodos de dilui¢do
garantem resultados quantitativos expressos em microgramas por mililitros, bem como
categoriza 0s micro-organismos em suscetiveis ou resistentes.

Alguns aspectos sd@o importantes para alcancgar o sucesso na realizagdo do teste
de suscetibilidade. Entre esses aspectos estdo: (i) a escolha correta do agente
antimicrobiano a ser testado; (ii) o cumprimento dos requisitos descritos nas normas
para a execugdo do teste, e (iii) a interpretagdo correta dos resultados. Com relagdo a
interpretacdo, dois tipos de critérios estdo disponiveis: pontos de corte clinicos e valores

de corte epidemioldgicos (BYWATER et al., 2006). Os pontos de corte clinicos devem
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ser aplicados para estudos com énfase terapéutica, nos quais o objetivo é determinar
qual agente antimicrobiano € mais adequado para o tratamento. Valores de corte
epidemioldgicos devem ser usados para descrever a distribui¢do dos valores de MIC de
uma populacdo de bactérias. Os pontos de corte clinicos ou valores de corte
epidemiolégicos podem ser muito similares ou idénticos para a mesma bactéria ou
droga, entretanto, os valores epidemioldgicos ndo sdo, necessariamente, submetidos a
testes de eficacia clinica, farmacocinética e farmacodinamica (BYWATER et al., 2006;

WATTS & LINDEMAN, 2006; SCHWARZ et. al., 2010).

3.6.2 Testes Genotipicos de Suscetibilidade

Os métodos genotipicos tém por objetivo a deteccdo de genes de resisténcia
especificos. Devido a sensibilidade, especificidade e rapidez dos resultados, a PCR € o
método de escolha para a detec¢do de genes de resisténcia. Geralmente, a PCR fornece
resultados em menos de 24 horas, incluindo o tratamento da amostra para extracdo e
purificacdo do DNA alvo, a amplificacdo, a separacdo dos produtos em gel de agarose e
a visualizacdo (AARTS et al, 2001). Os métodos fenotipicos para testes de
suscetibilidade, como o disco-difusio, exigem o isolamento do micro-organismo a partir
da amostra, o que pode demorar de 24 a 72 horas. No caso de micro-organismos
fastidiosos ou de crescimento lento esse periodo pode ser consideravelmente mais
longo. A deteccdo direta de genes de resisténcia em amostras clinicas, através da PCR, é
possivel antes que ocorra o isolamento e identificacio da bactéria, permitindo uma
terapia antimicrobiana precoce.

Outro método utilizado para a detec¢do de genes de resisténcia é a PCR em
tempo real (Real-time PCR). A técnica monitora o ndmero de cOpias do genoma
bacteriano durante o crescimento do micro-organismo na presenca do agente
antimicrobiano a ser testado (ROLAIN et al., 2004). Recentemente, Martin-Pena e
colaboradores (2013) demonstraram a detec¢io de resisténcia a imipenem,
ciprofloxacina, colistina e amicacina em isolados clinicos de Acinetobacter baumannii
usando um ensaio de PCR em tempo real. Uma das principais vantagens deste método,
comparado ao ensaio de PCR convencional, € a avaliacdo indireta da expressdo dos
genes de resisténcia.

A técnica de micro-arranjos € um método alternativo para a deteccdo de uma

ampla variedade de genes de resisténcia. Nesse método, sondas especificas para
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milhares de genes sdo depositadas em um suporte sélido, geralmente placas de vidro. O
DNA ¢ marcado e hibridizado no arranjo e a estrutura é detectada por uma molécula
fluorescente (CALL et al., 2003). Os micro-arranjos sido ideais para bactérias que
apresentam diversos mecanismos de resisténcia ou variantes de um tnico mecanismo,
como ¢ o caso das enzimas B-lactamases. Grimm e colaboradores (2004) desenvolveram
e validaram um micro-arranjo para a identificacio de ESBL em bactérias Gram-
negativas através da genotipagem simultanea dos genes blargy, blasyy € blacrxm. O
arranjo foi capaz de detectar mutagdes responsdveis por 156 substituicdoes de

aminodcidos em um periodo de 5 horas.
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CAPITULO 2

Antimicrobial resistance patterns in Salmonella enterica subsp.

enterica isolated from feed, pigs and carcasses in Brazil
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ABSTRACT

Salmonella enterica subsp. enterica plays a role as food-borne pathogens worldwide.
The consumption of contaminated pork has been associated with human salmonellosis
and the increases on antimicrobial resistance are a concern among Salmonella strains
from pigs and pork products. A total of 225 Salmonella isolates from feed mills, lairage
environment, intestinal content of pigs and carcasses were investigated for their
antimicrobial susceptibility. The minimum inhibitory concentration (MIC) for
ciprofloxacin was screened by agar dilution and antimicrobial resistance genes were
investigated by PCR assays. Among tested isolates, 171 (76%) showed resistance to at
least one antimicrobial agent and 91 (40.4%) were multi-resistant. Resistance occurred
most frequently to tetracycline (54.5%), sulphonamides (39.6%) and streptomycin
(33.7%). Thirty-two (94.1%) nalidixic acid-resistant isolates exhibited decreased
susceptibility to ciprofloxacin. The resistance genes found were: blatgm (ampicillin),
tet(A) (tetracycline), fet(B) (tetracycline/minocycline), sull, sul2 and sul3
(sulphonamides), catA1 (chloramphenicol), floR (florfenicol/chloramphenicol), strA and
strB  (streptomycin), aph(3’)-la  (kanamycin), aac(3)-Ila and aac(3)-1Va
(apramycin/gentamicin), aadA variant (streptomycin/spectinomycin), and dfrAl
(trimethoprim). Salmonella strains from pig feces and carcasses displayed higher
frequency of resistance to most antimicrobials tested than strains from feed mills.
Common resistance genes profiles were found in isolates from lairage, intestinal content
of pigs and carcasses, demonstrating that resistance genes selected on farm are present

in pork.
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Salmonella enterica subsp. enterica figures among the leading causes of food-
borne diseases in humans worldwide. Pigs have been recognised as a source of
Salmonella (2, 5, 10) and the consumption of contaminated pork has been associated
with a significant number of human cases of salmonellosis in the European Union (25).
Salmonella infection in swine herds of Southern Brazil has been demonstrated by
isolation and serology surveys (43) and a high prevalence of Salmonella isolation has
been found in pigs at slaughter (8), pork (/2) and pork products (54). Besides carcasses
and pork, Salmonella was also reported in feedingstuffs and feed mills (25, 67); and
contaminated feed is considered a significant source of Salmonella transmission to pigs
(27).

Antimicrobial resistance has been considered one of the main concerns to human
and animal health. The increases on antimicrobial resistance among Salmonella strains,
particularly those that are resistant to multiple antimicrobial agents, have been observed
in pigs and pork products (20, 24, 55). In Southern Brazil, resistance to antimicrobial
agents among porcine Salmonella strains has been also reported and characterized (8,
42, 49, 50, 52, 54). Although, multi-resistant strains have been isolated from pigs at
slaughter (7, 51), the resistance pattern of strains originated from feed and carcasses has
been less investigated in this region.

Thus, this study aimed to assess the antimicrobial resistance rates in Salmonella
enterica subsp. enterica isolated from different steps of the swine production system
(feed, environment, intestinal content of pigs and carcasses) and to determine the

antimicrobial resistance phenotypes and genotypes.

MATERIALS AND METHODS
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Origin of strains. During the period of 2008 to 2011, a total of 1,771 samples
were collected from different steps of the pig production chain in Brazil for monitoring
and surveillance studies (58, 59, 65). Samples were taken from the lairage environment,
intestinal content of pigs and carcasses at five slaughterhouses. In the same period,
samples were taken from different steps of the feed manufacturing process at four feed
mills (feed ingredients, feed and dust deposited on the floor and on the inner surface of
storage bins, bucket elevators, mills, mixers, scales, pelleting chamber and cooler).

All samples were submitted to a Salmonella isolation protocol consisted of non-
selective pre-enrichment, selective enrichment in Tetrathionate and Rappaport-
Vassiliadis broths, and plating onto selective solid medium Xylose Lysine Tergitol 4
agar (XLT4; Merck, Darmstadt, Germany) and Brillian-green Phenol-Red Lactose
Sucrose agar (BPLS; Merck). Typical colonies were submitted to biochemical and
serological confirmation. Salmonella isolates were serotyped at the National Reference
Centre, Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro, Brazil, according to the
Kauffmann-White scheme.

A total of 225 Salmonella isolates from the aforementioned studies were selected
for resistance testing: fifty-four (n=54) Salmonella strains isolated from feed mills,
thirty (n=30) from lairage environment, twenty-five (n=25) from intestinal content of
pigs and one hundred sixteen (n=116) from carcasses. All strains were kept frozen until

testing.

Antimicrobial susceptibility testing. Salmonella strains were tested for
antimicrobial susceptibility against 12 different antimicrobial agents, including the
antimicrobials critically important for human medicine. The agar disc diffusion method

was performed and evaluated according to the specifications of the Clinical and
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Laboratory Standards Institute (CLSI), documents VETO1-S2 (/6) and M100-S23 (17).
The following discs (Oxoid; Basingstoke, UK) were used: ampicillin (AMP, 10 pg),
cefotaxime (CTX, 30 pg), ceftazidime (CAZ, 30 ng), chloramphenicol (CHL, 30 pg),
ciprofloxacin (CIP, 5 pg), gentamicin (GEN, 10 pg), kanamycin (KAN, 30 pg),
nalidixic acid (NAL, 30 pg), streptomycin (STR, 10 pg), sulphonamides (SUL, 300 pg),
tetracycline (TET, 30 pg) and trimethoprim (TMP, 5 pg). Escherichia coli ATCC®
25922 was used as reference strain for quality control purposes. Antimicrobial multi-
resistance was defined as resistance to three or more classes of antimicrobial agents
(64). In multi-resistant strains displaying resistance to nalidixic acid, the minimum
inhibitory concentration (MIC) for ciprofloxacin was screened by agar dilution

following the recommendations of the CLSI document M07-A9 (15).

Antimicrobial resistance genes profiling. Salmonella strains that displayed
multi-resistance profile on the disc diffusion testing were investigated for the presence
of several resistance genes previously reported in this genus. Genomic DNA for the
PCR assays was prepared by thermal lysis procedure (single colonies resuspended in
200 pL of double-distilled water were heated for 5 min at 95°C and centrifuged for 10
min at 1500xg) or using the NucleoSpin® Tissue Kits (Macherey-Nagel; Diiren,
Germany). Genes coding resistance to B-lactams (blargm and blapsg.1), aminoglycosides
[strA, strB, aadA, aadB, aac(3)-1la, aac(3)-1Va, aph(3°)-1a], tetracyclines [tet(A-B) and
tet(G)], sulphonamides (sull, sul2, and sul3), phenicols (floR and catAl), and
trimethoprim (dfrAl, dfrAS5, dfrA7, dfrAl4-dfrAl7 and dfrBl, dfrB2, dfrB3) were

investigated by PCR assays, using the primers listed in Table 1.
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Statistical analysis. The antimicrobial resistance frequencies of Salmonella
isolates from different origins were compared by chi-square test (%) using the Stata
Data Analysis and Statistical Software, version 12.0. A P value of < 0.05 was
considered significant. For the purpose of this study, isolates with intermediate

susceptibility were categorized as susceptible for statistical analysis (22).

RESULTS

The antimicrobial resistance rates among Salmonella isolates from swine
production system are presented in Table 2. Of the 225 Salmonella isolates included in
this study, 171 (76%) showed resistance to at least one antimicrobial agent. Resistance
occurred most frequently to tetracycline (54.5%), sulphonamides (39.6%), streptomycin
(33.7%) and nalidixic acid (33.3%). All isolates were susceptible to cefotaxime or
ceftazidime, and a low frequency (< 1%) of resistance to ciprofloxacin was observed.
Salmonella strains isolated from feed mill were significantly less resistant to ampicillin,
chloramphenicol, gentamycin, tetracycline, streptomycin, sulphonamides, trimethoprim
and kanamycin (P < 0.05).

Resistance to three or more classes of antimicrobial agents (40.4%; 91/225) was
seen in varying combinations (Table 3). Among the feed mill isolates, twenty-three
(42.6%) were resistant to one or two antimicrobial agents and only one (1.9%) isolate
showed multi-resistance. On the other hand, among the 30 isolates from the lairage, 22
(73.3%) were resistant to at least one antimicrobial and 12 (40%) were multi-resistant.
A similar resistance rate was observed for intestinal content and carcass strains.
Resistance to at least one antimicrobial was found in 18 (72%) isolates from intestinal

content and a high frequency (64%; 16/25) of multi-resistance was observed. Among
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carcass isolates, resistant to at least one antimicrobial agent was observed in 89.7%
(104/116) and multi-resistance in 53.4% (62/116).

The ciprofloxacin MIC was determined for 34 multi-resistant isolates that
showed resistance to nalidixic acid. Thirty-two (94.1%) isolates exhibited decreased
ciprofloxacin susceptibility (MIC 0.125-2 pg/ml). Among these isolates, 10 (31.2%)
exhibited a quite high MIC (1-2 pg/ml) and 18 (56.2%) presented MIC values of 0.5
pg/ml. According to the current CLSI criteria, only one multi-resistant isolate was
resistant to ciprofloxacin, showing a MIC value of 4 png/ml.

Tested strains belonged to 28 different Salmonella serovars; among them S.
Typhimurium (76/225; 33.8%) and S. Derby (49/225; 21.8%) were the most prevalent.
Multi-resistance was observed in strains belonging to only ten of the serovars identified
(Agona, Derby, Enteritidis, Infantis, Ohio, Panama, Senftenberg, Typhimurium, O:4,5
and O:6,7). Among the two most common serovars, 46 (60.5%) S. Typhimurium and 27
(55.1%) S. Derby strains showed multi-resistance. S. Typhimurium strains presented a
higher diversity in multi-resistance profiles, with 20 different antimicrobial resistance
patterns detected in this serovar. The pattern AMP-NAL-STR-SUL-TET-TMP was the
most frequent and was found in 11 S. Typhimurium strains, all of them isolated from
carcasses (Table 3). The multi-resistance profile STR-SUL-TET was identified in 27 S.
Derby isolates originated from intestinal content and carcasses.

A variety of antimicrobial resistance gene profiles were detected among the 91
multi-resistant strains submitted to PCR analysis. The following resistance genes
(codified resistance phenotype in brackets) were detected: blatgm (ampicillin); tet(A)
(tetracycline); tet(B) (tetracycline/minocycline); sull, sul2 and sul3 (sulphonamides);
catAl (chloramphenicol); floR (florfenicol/chloramphenicol); strA and strB

(streptomycin); aph(3’)-1a (kanamycin); aac(3)-1la and aac(3)-1Va
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(apramycin/gentamicin); and aadA variant (streptomycin/spectinomycin) (Table 3). The
genes tet(A), blatgm, sull and aadA were the most prevalent. The genes aadB, blapsg 1,
tet(G) and all trimethoprim resistance genes tested, except dfrAl, were not found among

tested Salmonella isolates.

DISCUSSION

In the current study, 76% of the isolates were resistant to at least one
antimicrobial agent, and multi-resistance was observed in 40.4% of the isolates. The
occurrence of resistant Salmonella strains in pigs and pork represents a relevant issue
with regard to food safety and consumer protection. Porcine Salmonella isolates with a
high rate of antimicrobial resistance were reported in many countries (6, 22, 31, 34, 41);
however, resistance patterns almost certainly differ across geographical boundaries and
swine production systems. For this reason, national studies are essential for providing
information on epidemiological status of the region. In Brazil, antimicrobial resistance
surveillance targeted to the swine production chain has not been conducted yet.
However, the nationwide Salmonella surveillance for antimicrobial resistance
conducted in chicken (60) demonstrated that all 250 Salmonella strains, isolated from
2,710 samples collected at retail level, presented resistance to at least one antimicrobial
tested, and 69.3% were multi-resistant. Even considering that antimicrobials tested and
methodologies adopted were different from our study, the results demonstrate in both
cases that antimicrobial resistance in Salmonella should be a concern in Brazil.

The association of antimicrobial resistance with specific Salmonella serovars has
been suggested (45, 56). In this study, 46 (60.5%) S. Typhimurium isolates were multi-
resistant and displayed a variety of resistance profiles, being the pattern AMP-NAL-

STR-SUL-TET-TMP commonly found. During the last decades, multi-resistant clones
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of S. Typhimurium have emerged (/7). One of these S. Typhimurium clones, typically
resistant to ampicillin, chloramphenicol, streptomycin/spectinomycin, sulphonamides
and tetracycline (ACSSuT), is widely distributed and was recovered from clinical
samples, food-producing animals and food in many countries. Those clones have been
also associated to a higher virulence, and therefore have been intensively surveyed (/, 4,
30, 35). In our study, this resistance phenotype, alone or combined with others
antimicrobial agents, was found in 15 (19.7%) S. Typhimurium isolates. The frequency
was quite higher than previously reported in the same region (7, 42).

The second most common serovar was S. Derby, in line with studies conducted
in European Union, which revealed that S. Derby is among the top 10 serovars isolated
from slaughter pigs (25) and the most frequently isolated from breeding pigs (26).
Clinical, food and animal S. Derby isolates showed a wide range of antimicrobial
resistance profiles, often encompassing streptomycin, tetracycline, or sulphonamides
(18, 41). In the present study, multi-resistance patterns were found in 27 (55.1%) S.
Derby isolates. The multi-resistance profile STR-SUL-TET was by far the most
frequent, being identified in 27 isolates. The same multi-resistance pattern was also
previously reported as predominant among S. Derby from pigs in the same region (57),
demonstrating its persistence over the years.

Overall, the highest frequency of resistance was observed against tetracycline
(54.5%), sulphonamides (39.6%) and streptomycin (33.7%). In previous studies
conducted in Brazil, Salmonella strains isolated from pig and pork displayed resistance
against tetracycline, sulphonamides and streptomycin in frequencies ranging from 23%
to 90% (8, 42, 54). These antimicrobials have been used for treatment of respiratory and
enteric diseases in swine over the years, justifying the selective pressure observed in the

Salmonella population. The predominant tetracycline-resistant gene tet(A) was found in
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61 (67%) multi-resistant isolates from lairage, intestinal content of pigs and carcasses,
followed by tet(B) gene identified in 30 (33%) isolates. None of tetracycline-resistant
strains harbored the tet(G) gene. Other studies have also reported predominance of
tet(A) and tet(B) genes in tetracycline-resistant Salmonella isolates (23, 31). Both
resistance genes are mostly located on transposon, and this may contribute to their
spread among bacterial populations.

On the other hand, resistance to streptomycin has been frequently reported to be
encoded by aadA gene located on class 1 integrons (37). In our study, the streptomycin-
resistance gene aadA variant and strA-strB gene cluster were detected by PCR assays.
The aadA variant gene encodes aminoglycoside adenyltransferases, whereas the strA-
strB genes encode aminoglycoside phosphotransferases, which confer resistance to
streptomycin. It has been reported that the strA-strB gene cluster in many cases is
physically linked with sul2 resistance gene on small plasmids from S. Typhimurium
(70). The sul2-strA-strB gene cluster appears to be quite disseminated, being found also
in large resistance plasmids and chromosomally integrated elements (/9).

Regarding sulphonamides resistance, sul2 and sull genes were detected in multi-
resistant isolates from lairage, intestinal content of pigs and carcasses; however sul3
gene was detected in only eleven S. Typhimurium isolates from carcasses, which
displayed a same resistance genotype pattern [blatpm, aadA variant, sul3, tet(A)]. All
isolates presenting this resistance profile were recovered from a same slaughter day, and
may represent a S. Typhimurium clone that has been spread on farm or during the
holding period. The location of gene sul3 in class 1 integrons has been demonstrated in
S. Typhimurium, and its rapid spread in the last decade has also been reported (3, 13).

Other antimicrobial agents frequently used in swine production, such as nalidixic

acid, kanamycin, gentamicin and trimethoprim, showed a variable frequency (ranging
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from O to 43.3%) of resistance. It has been demonstrated that resistance to nalidixic acid
is coupled with decreased susceptibility to fluoroquinolones (MIC > 0.125 pg/ml) in
salmonellae (46, 66). Although in our study only two strains displayed resistance to
ciprofloxacin, 33.3% were resistant against nalidixic acid and most of the tested isolates
(94.1%) showed decreased ciprofloxacin susceptibility (MIC 0.12-2 pg/ml). Since
ciprofloxacin is the recommended antimicrobial for treatment of life-threatening
Salmonella infection in human, the decrease of susceptibility against fluoroquinolones
may represent an additional hazard of the circulating strains in Brazil.

Among gentamicin-resistant isolates investigated for their resistance genotype,
the aac(3)-1la gene was the most prevalent, while the aph(3’)-Ia gene was detected in
all except one kanamycin-resistant isolate investigated. In this case, other resistance
genes not investigated may be responsible for the resistance phenotype. On the other
hand, even the investigation of frequent trimethoprim resistance genes (dfrAl, dfrAS,
dfrA7, dfrAl4-dfrAl7 and dfrBl, dfrB2, dfrB3) was not sufficient to elucidate the
resistance genotype of the Salmonella strains tested in this study. Except for one isolate
that showed the dfrAl gene, no other genes were detected, suggesting that rare or novel
dfr variants may be present in these isolates.

Even many years after chloramphenicol ban in Brazil, resistance was still found
in 14.2% of the isolates. In a similar way, resistance to this antimicrobial was observed
in 26.3% of isolates from pigs in Belgium, in spite of the chloramphenicol ban occurred
three decades ago (68). This fact suggests a genetic linkage between resistance against
chloramphenicol and other antimicrobial agents (44). The high prevalence of the floR
gene, encoding efflux proteins that export florfenicol and chloramphenicol, may
partially explain the persistence of chloramphenicol-resistant strains. Florfenicol is

widely used for prophylactic and therapeutic purposes in Brazilian pig farms, and may
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exert a selective pressure on Salmonella. However, a high frequency of the catAl gene
was also observed, and in several resistant isolates this was the only gene detected
encoding chloramphenicol resistance. In these cases, the catAl gene may be co-located
on mobile elements that are selected by other widely used antimicrobial agents such as
ampicillin and streptomycin.

In this study, resistance to ampicillin in Salmonella was mediated by blatgm B-
lactamase gene, in accordance with other reports (23, 39). The blatgm gene is usually
part of transposon Tn3 in Salmonella isolates (48, 57). Recently, the blatgm.; gene was
identified located on IncFII-virulence plasmid from porcine S. Typhimurium (9). On the
other hand, the blapsg.; gene is usually located on class 1 integron designated InC,
which is part of the chromosomally Salmonella Genomic Island 1 (SGI1) (53).

Resistance to third-generation cephalosporins (ceftazidime and cefotaxime) was
not found. Extended spectrum cephalosporins are an important category of
antimicrobial agents that is frequently used for treatment of complicated Salmonella
infections in humans. The emergence of extended-spectrum [B-lactamases (ESBLs) in
Enterobacteriaceae is an increasing problem worldwide, compromising the use of these
drugs for the treatment of Salmonella infection. However, the frequency of Salmonella
resistant strains is still quite low. The National Salmonella Reference Laboratory (NRL-
Salm) from Germany analyzed during 2003-2010 a total of 31,839 Salmonella isolates
and only 160 (0.5%) isolates showed MIC values > 4 pg/ml for cefotaxime and/or
ceftazidime or ceftiofur, suggesting the presence of ESBL or AmpC enzymes (617). In
United States, among 2,034 clinical Salmonella isolates submitted to the National
Veterinary Services Laboratories (NVSL) of the U.S. Department of Agriculture

(USDA), only 12 (0.6%) isolates were ESBL producers (69). Since we analyze a quite



293

294

295

296

297

298

299

300

301

302

303

304

305

306

307

308

309

310

311

312

313

314

315

316

317

71

lower number of isolates, we cannot exclude the presence of ESBL-producing
Salmonella in Brazil.

The risk of antimicrobial resistance in feed manufacturing process is related to
introduction of resistant strains in pig farms and potential dissemination of mobile
genetic elements, which may be transmitted to other more pathogenic endemic strains
(14, 25, 36). In Canada, 11.8% of resistant strains and 53.6% of multi-resistant strains
belonging to different Salmonella serovars were isolated from feed (37). Among S.
Heidelberg from feed, 72% of the isolates displayed resistance to at least one of the
antimicrobial agents tested (47). In Brazil, multi-resistant S. Senftenberg was found in
feed samples collected on farm (42). However, in our study, Salmonella isolates from
feed mills were significantly less resistant to most of the tested antimicrobial agents and
multi-resistance was observed in only one isolate. Therefore, feed doesn’t seem to play
an important role in the introduction of resistance genes on farm, whereas the selective
pressure of antimicrobial use might be a better explanation for the high resistance rates
observed in isolates recovered from pigs and lairage.

A high frequency (53.5%, 62/116) of multi-resistance in different Salmonella
serovars from pig carcasses was observed, and fifteen resistance patterns were found
among the multi-resistant isolates. These results were in good agreement with the
results of previous studies on antimicrobial resistance in Salmonella isolated from pig
carcasses (30, 31). Salmonella strains that contaminate carcasses are mainly originated
from lairage and intestinal content (21, 42, 65), therefore resistant strains selected on
farm are expected to be found on the carcass surface. These resistant isolates in turn
may contaminate pork products and pose a potential risk for consumers. In Brazil, most
of the tested antimicrobial agents are not used as feed additives; however, they are still

adopted for prophylactic and therapeutic purposes. As this study demonstrated, the
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antimicrobial use on farm may have been selecting resistant bacterial strains in the
intestinal microbiota, including pathogenic bacteria such as Salmonella. Strains isolated
from lairage, intestinal content of pigs and carcasses displayed common genotypic
profiles, demonstrating that resistance genes selected on farm are present in pork. The
hazard of transmission of resistant strains through the food chain or their disposal in the
environment through animal manure highlights the need of a more judicious use of
antimicrobial agents in pig farms.

In conclusion, Salmonella strains isolated from pig feces and carcasses displayed
a high frequence of resistance to most antimicrobial agents tested, while strains
originated from feed mills presented a quite lower frequency of resistance. This result
indicates that the selective pressure is being exerted on farm. The high rate of
antimicrobial resistance and the common resistance genes profiles found in Salmonella
strains from pig feces and carcasses indicate that pigs may pose a potential risk in

serving as reservoirs of multi-resistant Salmonella.
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Antimicrobial Amplicon size
agent class Gene (bp) Sequence (5’ - 3°) Reference
Aminoglycosides aac(3)-1la 369 fw: TGAAACGCTGACGGAGCCTC 64
rv: GTCGAACAGGTAGCACTGAG
aac(3)-1Va 627 fw: GTGTGCTGCTGGTCCACAGC 64
rv: AGTTGACCCAGGGCTGTCGC
aph(3’)-la 669 fw: AACGTCTTGCTCGAGGCCGCG 64
rv: GGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGC
ant(2”’)-la 328 fw: GGGCGCGTCATGGAGGAGTT 64
rv: TATCGCGACCTGAAAGCGGC
ant(3”’)-la 526 fw: GTGGATGGCGGCCTGAAGCC 64
rv: ATTGCCCAGTCGGCAGCG
strA 645 fw: TGACTGGTTGCCTGTCAGAGG 42
rv: CCAGTTGTCTTCGGCGTTAGCA
strB 510 fw: ATCGTCAAGGGATTGAAACC 46
rv: GGATCGTAGAACATATTGGC
B-lactams blargy 851 fw: ATGAGTATTCAACATTTCCG 34
rv: TTAATCAGTGAGGCACCTAT
blapsg.; 419 fw: CGCTTCCCGTTAACAAGTAC 65
rv: CTGGTTCATTTCAGATAGCG
Phenicols catAl 551 fw: GGCATTTCAGTCAGTTG 46

rv: CATTAAGCATTCTGCCG
floR 1,291 fw: AGGGTTGATTCGTCATGACCA 40



rv: CGGTTAGACGACTGGCGACT

Trimethoprim dfrAlldfrA15/dfrA16

dfrASIdfrAl4

dfrA7ldfrAl7

dfrB1/dfrB2/dfrB3

414

379

345

205

fw: GATATTCCATGGAGTGCCA
rv: ACCCTTTTGCCAGATTTG

fw: GATTGGTTGCGCTCCA

rv: CTCAAAAACAACTTCGAAGG
fw: CAGAAAATGGCGTAATCG

rv: TCACCTTCAACCTCAACG

fw: CAAAGTAGCGATGAAGCCA
rv: CAGGATAAATTTGCACTGAGC

29

29

29

29

Sulphonamides sull

sul2

sul3

839

703

803

fw: ATGGTGACGGTGTTCGGCATTCTGA
rv: CTAGGCATGATCTAACCCTCGGTCT
fw: ACAGTTTCTCCGATGGAGGCC

rv: CTCGTGTGTGCGGATGAAGTC

fw: GAGCAAGATTTTTGGAATCG

rv: CATCTGCAGCTAACCTAGGGCTTTGGA

33

42

33

Tetracyclines tet(A)

tet(B)

tet(G)

953

1,169

1,141

fw: GTAATTCTGAGCACTGT
rv: CCTGGACAACATTGCTT
fw: ACGTTACTCGATGCCAT
rv: AGCACTTGTCTCCTGTT

fw: CTGCTGATCGTGGGTCT
rv: TTGCGAATGGTCTGCGT

28

28

28

616  fw: primer forward; rv: primer reverse.
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618

TABLE 2. Antimicrobial resistance in Salmonella isolates recovered from feed mills and healthy slaughter pigs.

Percentage of Salmonella resistant strains

Antimicrobial ~ Feed mill Lairage Intestinal Content Carcass (;0215) P value
(n=54) (n=30) (n=25) (n=116)

Ampicillin 11.1 36.7 36.0 353 29.8 0.008
Chloramphenicol 1.8 10.0 28.0 18.1 14.2 0.006
Gentamicin 1.8 16.7 24.0 10.3 10.7 0.017
Nalidixic acid 16.7 433 12.0 43.1 33.3 <0.001
Tetracycline 3.7 533 64.0 75.8 54.5 <0.001
Streptomycin 1.8 26.7 60.0 44.8 33.7 <0.001
Sulphonamide 222 26.7 60.0 46.5 39.6 0.001
Trimethoprim 0 33 4.0 13.7 8.0 0.01
Kanamycin 0 20.0 12.0 20.7 14.7 0.004
Cefotaxime 0 0 0 0 0 -
Ceftazidime 0 0 0 0 0 -
Ciprofloxacin 0 33 0 0.8 0.9 0.433
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620

TABLE 3. The antimicrobial resistance phenotype and genotype patterns of multi-resistant Salmonella serovars isolated from different
steps of the swine production chain in Southern Brazil.

Origin Serovar (n) Resistance Phenotype® Resistance Genotype
Feed mill Typhimurium (1) AMP-CHL-STR-SUL-TET blargy, catAl, aadA, strA-strB, sul2, tet(B)
(n=1)
Lairage Agona (1) STR-SUL-TET aadA, sull, tet(A)
(n=12) Derby (2) STR-SUL-TET aadA, sull, tet(A)
Typhimurium (1) AMP-GEN-KAN-TET blargy, aac(3)-1la, aph(3°)-1a, tet(A)
Typhimurium (1) AMP-NAL-STR-TET-TMP blatgy, aadA, tet(B)
Typhimurium (4) AMP-GEN-KAN-NAL-TET blatgy, aac(3)-11a, aph(3°)-1a, tet(A)
0:6,7 (1) AMP-CHL-NAL-STR-SUL-TET blatgy, catAl, floR, strA-strB, sul2, tet(B)
0:6,7:-:1I, w(1) AMP-CHL-NAL-STR-SUL-TET blatgym, catAl, floR, strA-strB, sul2, tet(B)
Panama (1) AMP-CHL-KAN-NAL-STR-SUL-TET blatgy, catAl, aph(3°)-1a, strA-strB, sul2, tet(B)
Intestinal Content Derby (7) STR-SUL-TET aadA, sull, tet(A)
(n=16) Agona (1) CHL-STR-SUL-TET floR, strA-strB, sul2, tet(A)
Typhimurium (1) AMP-GEN-KAN-NAL-TET blargy, aac(3)-1la, aph(3°)-1a, tet(A)
Typhimurium (1) AMP-GEN-KAN-NAL-STR-TET blargy, aac(3)-1la, aph(3°)-1a, strA-strB, tet(A)

Senftenberg (1)
Typhimurium (1)
Typhimurium (4)

AMP-CHL-STR-SUL-TET-TMP
AMP-CHL-KAN-STR-SUL-TET
AMP-CHL-GEN-STR-SUL-TET

blatgwm, floR, strA-strB, sul2, tet(B)
blatem, catAl, aadA, strA-strB, sull, tet(B)
blatgym, catAl, floR, acc(3)-1Va, aadA, sull, tet(B)

Carcass (n=62)

Typhimurium (1)
Enteritidis (1);
Derby (18)

NAL-STR-TET
STR-SUL-TET
STR-SUL-TET

strA-strB, tet(A)
strA-strB, sul2, tet(B)
aadA, sull, tet(A)
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Infantis (1)
Typhimurium (4)
Typhimurium (1)
Typhimurium (1)
Infantis (1)
Typhimurium (5)
Typhimurium (11)
Typhimurium (1)
0:4,5 (1)
Panama (4)
Typhimurium (6)
Ohio (1)

Infantis (1)

Panama (2)

Typhimurium (1)
Typhimurium (1)

AMP-CHL-TET-TMP
AMP-GEN-KAN-TET
AMP-NAL-TET-TMP
CHL-STR-SUL-TET
AMP-CHL-SUL-TET-TMP
AMP-GEN-KAN-NAL-TET
AMP-NAL-STR-SUL-TET-TMP
AMP-CHL-GEN-STR-SUL-TET
AMP-CHL-KAN-STR-SUL-TET
AMP-CHL-KAN-STR-SUL-TET
AMP-CHL-KAN-STR-SUL-TET
AMP-CHL-NAL-STR-SUL-TET
AMP-CHL-KAN-NAL-STR-SUL-TET
AMP-CHL-KAN-NAL-STR-SUL-TET

AMP-CHL-GEN-NAL-STR-SUL-TET-TMP
AMP-CHL-CIP-GEN-NAL-STR-SUL-TET-TMP

blatgwm, catAl, floR, tet(A)

blargy, aac(3)-1la, aph(3°)-1a, tet(A)

blatgy, tet(A)

catAl, floR, aadA, sull, tet(B)

blargy, catAl, floR, sull, tet(A)

blatgy, aac(3)-11a, aph(3°)-1a, tet(A)

blatgm, aadA, sul3, tet(A)

blatgym, catAl, floR, acc(3)-1Va, aadA, sull, tet(B)
blatgm, catAl, aadA, strA-strB, sull, tet(B)

blargy, catAl, aph(3°)-la, strA-strB, sul2, tet(B)
blatgy, catAl, aph(3°)-1a, aadA, strA-strB, sull, tet(B)
blargy, catAl, floR, strA-strB, sul2, tet(B)

blatgy, catAl, floR, aph(3°)-1a, strA-strB, sull, tet(B)
blatgm, catAl, aph(3°)-1a, strA-strB, sul2, tet(B)
blatgwm, catAl, floR, aph(3°)-1a, strA-strB, sull, tet(B)
blatgy, catAl, floR, strA-strB, sul2, tet(B)

blatgwm, catAl, floR, aac(3)-1la, strA-strB, sull, tet(A), dfrAl

621 *AMP: ampicillin, CIP: ciprofloxacin, CHL: chloramphenicol, GEN: gentamicin, KAN: kanamycin, NAL: nalidixic acid, STR: streptomycin, SUL: sulphonamides,

622  TET: tetracycline, TMP: trimethoprim.
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Abstract

Salmonella enterica subsp. enterica (S.) serovar Derby is one of the most prevalent
serovar in pigs. Twenty-seven multi-resistant S. Derby isolates, obtained at two pig
slaughterhouses in Southern Brazil, were investigated for their molecular relationships,
genotypic resistance and presence of class 1 and 2 integrons. All isolates shared the
same Xbal-macrorestriction pattern and showed a common resistance genotype with
resistance to streptomycin/spectinomycin (aadA variant), sulphonamides (sull) and
tetracycline [tet(A)]. They carried chromosome-located class 1 integrons with a new
aadA gene variant, designated aadA26, as part of a gene cassette. The sequence of the
flanking regions of this integron and the amplification of the merA gene may indicate
the location of the class 1 integron into a Tn2/-related transposon. The close
relationships among these isolates and isolates from an earlier study suggest the
persistence of a resistant clone of S. Derby in the pig production chain in Southern

Brazil.
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Introduction

Salmonella is a common causative agent of foodborne diseases in humans and has been
associated with food-producing animals worldwide. In the U.S.A., Salmonella enterica
subsp. enterica serovar (S.) Derby is among the top five serovars most frequently
isolated from clinical and non-clinical samples of non-human sources (CDC, 2013). In
Europe, S. Derby is one of the most prevalent serovars in slaughter pigs and it also
ranks among the ten most frequently isolated serovars in humans (EFSA & ECDC,
2013). It has also been found in samples from swine finishing herds, slaughterhouses
and pork sausage in Southern Brazil (Miirmann et al., 2009; Kich et al., 2011). There is
an increasing concern about the infection of food-producing animals and the
contamination of food products with Salmonella isolates carrying acquired
antimicrobial resistance genes.

Integrons and their gene cassettes play a relevant role in the dissemination of
antimicrobial resistance among bacteria and have also been identified in S. Derby
(Michael et al., 2006; Peirano et al., 2006; van Essen-Zandbergen et al., 2007; Beutlich
et al., 2011; Machado et al., 2013). Integrons are genetic elements able to
integrate/excise/rearrange (by site-specific recombination) and express gene cassettes.
Class 1 integrons, the most common class found in Enterobacteriaceae, show typically
three regions, the 5' conserved segment (5°-CS) and 3’ conserved segment (3’-CS)
flanking a central variable region, which may harbour gene cassettes. The 5’-CS
includes the integrase gene (intl1), the attachment site (art/7) and the promoter (P.). The
3’-CS consists of the gacEAI, which encodes a semi-functional derivate of the
quaternary ammonium compounds resistance gene gacE, and the sulphonamide

resistance gene sull. Integrons may be found inserted into transposons and conjugative
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plasmids, which allow their horizontal dissemination (Cambray et al., 2010; Domingues
et al., 2012; Stokes et al., 2012).

The aim of the present study was the investigation of multi-resistant S. Derby
isolates from lairage environment, carcasses and intestinal content of pigs for (a) their
molecular relationships, (b) their pheno- and genotypic resistance, (c) the presence of

class 1 and 2 integrons and their gene cassettes and (d) the location of the integrons.

Materials and methods
Bacterial isolates and susceptibility testing

Porcine S. Derby isolates were obtained from cross-sectional studies conducted at three
pig slaughterhouses in Southern Brazil (Silva et al., 2012). The slaughterhouses were
located approximately 120 - 600 km away from each other and were supplied by
finishing farms in a vertically integrated production system. During a 10-month period
(1072007 - 08/2008), a total of 232 samples was collected from lairage environment,
carcasses and intestinal content of pigs at the slaughterhouses A, B and C. The samples
from lairage were taken from the floor using the overshoe method. The swab samples
from a 300 cm? area of the carcasses were taken after the dehairing process. A piece of
the caecum from each marked carcass was taken during the evisceration. To avoid
duplicates, only one Salmonella isolate per sample was selected. The isolates were
identified as Salmonella enterica by routine laboratory procedures (Michael et al.,
2003). Serological tests were performed at the National Reference Centre, Instituto
Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brazil, by slide agglutination. S. Derby was identified in
30 (12.9 %) samples and these isolates were analysed for their antimicrobial resistance.

Twenty-seven isolates from slaughterhouses B (n=16) and C (n=11) showed multi-
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resistance patterns (resistance to, at least, three different classes of antimicrobial agents)
and were further investigated in this study.

Antimicrobial resistance profiles of the S. Derby isolates were determined by agar
disc diffusion. The following discs (Oxoid, Basingstoke, UK) were used: ampicillin (10
ug), cefotaxime (30 pg), ceftazidime (30 pg), chloramphenicol (30 pg), ciprofloxacin (5
ug), sulphonamides (300 pg), gentamicin (10 pg), kanamycin (10 pg), nalidixic acid
(30 pg), streptomycin (10 pg), tetracycline (30 pg), and trimethoprim (5 pg). In vitro
susceptibility testing was performed and evaluated according to the specifications of the
Clinical and Laboratory Standards Institute, documents VETO01-S2 and M100-S23
(CLSI, 2013a, b). Escherichia coli ATCC® 25922 was used for quality control

purposes.

Macrorestriction analysis (PFGE)

To prepare the genomic DNA, the concentration of the cell suspension was set to an
optical density of 0.3 at 578 nm (Schwarz & Liebisch, 1994). The remaining steps of
the protocol followed the standard conditions of PulseNet (Ribot et al., 2006). Genomic
DNA of S. Derby isolates and S. Braenderup H9812 (size marker) were digested with
Xbal (Thermo Scientific, Vilnius, Lithuania). The DNA fragments were separated by
pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) in a CHEF DR III system (BioRad, Munich,
Germany). Macrorestriction patterns were analysed as previously described (Michael et

al., 2005).

DNA preparation and PCR assays

Genomic DNA for the PCR assays or for the restriction analysis, respectively, was

prepared by thermal lysis procedure (single colonies resuspended in 200 pL of double-
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distilled water were heated for 5 minutes at 95 °C and centrifuged for 10 minutes at
1500 g) or by phenol-chloroform extraction (Schwarz & Liebisch, 1994). Plasmid DNA
was prepared by modified alkaline lysis methods (Birnboim & Doly, 1979; Kado & Liu,
1981). For estimating the sizes of plasmids, the plasmids of Escherichia coli V517
(Macrina et al., 1978) were used as size standards.

Based on their antimicrobial susceptibility patterns, genes for resistance to
sulphonamides (sull, sul2, and sul3), tetracyclines [fef(A) and fet(B)], streptomycin
(strA) and streptomycin/spectinomycin (aadA) were investigated by previously
described PCR assays (Frech et al., 2003; Schwarz et al., 2004; Grape et al., 2003;
Kadlec et al., 2005). Furthermore, PCR assays were performed for the detection of class
1 integrase gene (intll) and the variable part of class 1 integrons (5’-CS / 3’-CS)
(Sandvang et al., 2002; Kadlec et al., 2005). Class 2 integrons were also investigated for

the presence of the class 2 integrase gene (in#/2) by PCR (Kadlec & Schwarz, 2008).

Analysis of the variable part of class 1 integrons, cloning and sequencing

The amplicons specific for the variable part of class 1 integrons were analysed by
restriction fragment polymorphism (RFLP) using the restriction endonuclease EcoRI. A
representative amplicon was chosen for cloning into the vector pCR®2.1-TOPO®
(Invitrogen, Groningen, The Netherlands). The recombinant vector was transformed by
heat shock into CaCl,-treated competent E. coli TOP 10 cells (Dagert & Ehrlich, 1979)
with subsequent selection on Luria-Bertani (LB) agar plate supplemented with
ampicillin (100 pg mL™). Transformants were investigated by plasmid profiling,
plasmid restriction analysis, PCR assay (primer set 5°-CS / 3’-CS), for the expression of
streptomycin/spectinomycin resistance. Sequencing was conducted with the M13

universal and reverse primers (MWG, Ebersberg, Germany). Sequence analyses and
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comparisons ~ were  carried out with the ORF  Finder  program
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf html) and the BLAST® programs blastn and
blastp (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). The nucleotide sequence of the complete
variable part of the class 1 integron and its flanking regions has been deposited in the

EMBL database under accession number HG314953.2.

Hybridization experiments

The location of the class 1 integrons was investigated by Southern blot hybridization.
For this, plasmid and EcoRI-digested genomic DNA, of eight S. Derby isolates
(representatives of different plasmid profiles or isolation sources), were transferred from
agarose gels to a nylon membrane by the capillary blot procedure. The sequenced
amplicon of the variable part of the class 1 integron was enzymatically labelled by the
Dig-High Prime DNA Labelling and Detection System (Roche, Mannheim, Germany)
and used as probe. Hybridization and signal detection were carried out according to the

manufacturer’s recommendations.

Identification of flanking regions of the aadA26 gene cassette

For the characterization of the flanking regions of the aadA26 gene cassette, inverse
PCR assays were performed. Genomic DNA of the S. Derby isolate 26 was digested
with EcoRI and self-ligated by T4 DNA ligase during overnight incubation at 14 °C.
Aliquots of the ligation reaction were used as template in the inverse PCR assays with
outwards primer sets (left-hand terminus: aadA fw + class 1 integrase rv; right-hand
terminus: aadA rv + sull fw, Table 1, Fig. 1). For this, a 50 uL reaction mixture
containing 100 ng of genomic DNA, 0.02 U pL™" of Phusion High-Fidelity DNA

Polymerase (Thermo Scientific, Germany) in 5 X Phusion HF buffer, 120 uM of dNTPs
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and 0.4 uM of each primer were used. The PCR conditions consisted of an initial
denaturation for 2 minutes at 99 °C, followed by 35 cycles of denaturation for 30
seconds at 98 °C, annealing for 30 seconds at 55 °C and extension for 4 minutes at 72
°C, followed by a final extension step of 5 minutes at 72 °C. The amplified fragments
showing the expected sizes (according to the size of the labelled fragments seen in the
Southern blot hybridization) were purified by gel extraction and cloned into pCR®2.1-
TOPO® vector. The recombinant vectors were transformed into the recipient strain E.
coli TOP10. Transformants were selected on LB agar plates supplemented with
ampicillin (100 pg mL™). Transformed plasmids were investigated by restriction
analysis and sequenced by primer walking starting with M13 universal and reverse
primers.

To complete the sequence between the aadA26 gene cassette and the gene sull
(right-hand flanking region of aadA26 gene cassette), a PCR assay was conducted using
the primer set aadA fw + sull rv (Fig. 1 and 2). To confirm the linkage between the
gene cassette aadA26 and the gene intll (left-hand flanking region of aadA26 gene
cassette), a PCR was conducted with the primer set class 1 integrase fw + aadA rv (Fig.
1 and 3). Both amplicons were sequenced by primer walking starting with the primers
used in the respective PCR assays.

To investigate the location of the class 1 integron in a Tn2/-related transposon,
PCR assays were performed for the investigation of transposition genes and the
presence of the mercury resistance (mer) operon. Primer sets were used for the
amplification of the individual genes tmpA (TnpA21-F + TnpA21-R), tnpM (TnpM-F +
TnpM-R) (Kiiru et al., 2013) and merA (merA-F2 + merA-R2) or for the linkage
between the Tn2/ genes tnpA-tnpR (tnpA-R100-R + tnpR-R100-F) (Rodriguez et al.,

2006). The linkage of Tn2/ and the aadA26 gene cassette of S. Derby 26 was
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investigated by PCR using the combination of the following primers: TnpA21-F + class
1 integrase rv, tnpA-R100-R + class 1 integrase rv, TnpM-F + classl rv and sull fw +

merA-F2.

Results and discussion

In this study, multi-resistant S. Derby isolates from pigs obtained during survey studies
in Southern Brazil were characterized. Although the 27 multi-resistant S. Derby isolates
have been obtained in different slaughterhouses, B (n=16) and C (n=11), and from
different sources (lairage, carcasses and intestinal content), the isolates showed the same
resistance pattern (streptomycin/spectinomycin-sulphonamides-tetracycline) and shared
the same Xbal-macrorestriction pattern (Fig. 2a). All isolates from slaughterhouse B
showed also the same plasmid profile (PP1) (Fig. 2b). The isolates from slaughterhouse
B were obtained from all different sources during a single sampling day. In this way, a
cross contamination in the slaughterhouse B cannot be excluded. Interestingly, these
isolates showed the same Xbal-macrorestriction pattern as seen among isolates from
slaughterhouse C, which is located approximately 500 km away from slaughterhouse B.
The isolates from slaughterhouse C were found in samples from carcasses and intestinal
content collected during two sampling days (27-days interval) and among them, four
plasmid profiles were identified (PP2-5) (Fig. 2b). Noteworthy, 27 multi-resistant
isolates carried virtually the same class 1 integron. These findings may suggest the
spread of a resistant clone of S. Derby in the pig production chain in the Southern
Brazil. An explanation for this clonal dissemination, within this particular geographic
area in Brazil, could be the pig production system. It is a vertically integrated system, in
which the slaughterhouses are supplied by specific finishing farms that purchase the

piglets from only few common pig-producing farms.
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PCR analysis revealed that all isolates carried an aadA variant coding for an
aminoglycoside  adenyltransferase =~ which confers combined resistance to
streptomycin/spectinomycin, the gene sull coding for a sulphonamide-insensitive
dihydropteroate synthase, the tetracycline exporter gene fet(A) and the class 1 integrase
gene intll. With the PCR for the variable part of class 1 integrons, amplicons of
approximately 1 kb were detected in all isolates. These amplicons showed also the same
EcoRI-RFLP profile (fragments of 560 and 449 bp). Class 2 integrons were not
detected. Sequence analysis of a representative amplicon for the variable part of the
class 1 integron revealed the presence of a single gene cassette carrying a reading frame
for a new variant of the AadA aminoglycoside adenyltransferase (259 amino acids),
designated AadA26 (Fig. 3). This aadA26 gene cassette proved to be functionally active
and showed an amino acid substitution in the coding region, lle—Val at the position
209, that is unique in the database entries (blastp; last accessed 26. January 2014). Gene
cassettes carrying variants of the aadA gene have been commonly found inserted into
class 1 integrons (Gebreyes et al., 2004). The aadAl gene cassette was the most
frequently observed among Salmonella isolates from different sources, including animal
feed and food-producing animals in Brazil (Peirano et al., 2006).

This study aimed not only the identification of integrons but the characterization
of the genetic context in which they are inserted. Since the hybridization experiments
did not yield signals when using plasmid DNA as targets, but produced signals when
using digested genomic DNA, the class 1 integrons are supposed to be located in the
chromosomal DNA of the S. Derby isolates. To identify the genetic environment of
downstream of the aadA26 gene cassette, the amplicon of the corresponding inverse
PCR assay was sequenced. In this region, the gacEAI and sull genes, the orf5 and the

partial sequence of an ORF, istB, of the insertion sequence IS7326 (Liebert et al., 1999)
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were identified (Fig. 3). The inverse PCR and cloning experiments performed for the
left-hand flanking region of the aadA26 gene cassette did not yield clones with the
correct insert. However, the sequence analysis of the amplicon of the linkage PCR
(classl fw + aadA rv) confirmed the presence of the intl/ gene upstream the aadA26
gene cassette.

The assembling of these sequences, which comprised the variable part of the class
1 integron and its flanking regions, resulted in a 3,988-bp fragment (Fig. 3) which
showed 99 % identity with the sequence of the plasmid pIP1202 of Yersinia pestis
biovar Orientalis strain IP275 (accession number CP000603.1) and 98 % identity with
sequences of plasmids found in an uncultured bacterium (accession number

JO004408.1), in S. Typhimurium (accession numbers ABS76781.2, AB723628.1,

AB605179.1, JF274992.1 and JF274991.1), E. coli (accession numbers HQ201416.1

and DQ364638.1) and Shigella flexneri (accession number AP000342.1) isolates.
Identity of 98 % was also found with the sequence of the chromosomal DNA of the
enteroaggregative E. coli strain 042 (accession number FN554766.1).

Further sequence analysis showed that in all these sequences the region of the
3,988-bp fragment was inserted into transposons, such as the Tn2/7 found on the plasmid
R100 of S. flexneri 2b (or plasmid RN1 from E. coli) (Liebert et al., 1999) or in the
chromosomal DNA of E. coli 042 (Chaudhuri et al., 2010). In contrast, the isolates were
from diverse geographic origins, such as plasmid pIP1202 from Y. pestis IP275, which
was isolated from a bubonic plague patient in Madagascar (Welch et al., 2007), the
plasmid from an uncultured bacterium detected in soil fertilized with pig manure in
Germany (Heuer et al., 2012), or the sequence of the chromosomal DNA of E. coli 042
isolated from a child with diarrhea in Peru (Chaudhuri et al., 2010). This underlines the

importance of transposons and plasmids in the dissemination of antimicrobial
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resistance. However, the PCR assays performed for the detection of the transposition
region and the mer operon and their linkage to the class 1 integron detected in S. Derby
26 were all negative, except for the merA gene.

When the present results were compared with those of a previous study (sampling
period 1999-2000) conducted in Southern Brazil (Michael et al., 2006), it became
obvious that the multi-resistance pattern (streptomycin/spectinomycin-sulphonamides-
tetracycline) was also the most common pattern found among the isolates of the
previous study. Almost all isolates that shared the same resistance phenotype showed
also the same resistance genotype. However, in the previous study, an aadA2 was found
and in the present study, the new variant aadA26 was identified. Moreover, the isolates
from the present study shared the same Xbal-macrorestriction pattern with one isolate or
differed by only three fragments from another 23 isolates of the previous study (Fig.
2a). Although there is an 8-years interval between the two survey studies and different
slaughterhouses were sampled, the class 1 integrons and their gene cassettes and the
presence of the fet(A) resistance gene proved to be highly conserved and stable. Such a
situation may be explained by the genetic linkage of the resistance determinants to
truncated transposons of the Tn3 family (e.g. Tn2/-related and Tn/72] transposons)
with a compromised transfer module which maintains them permanently anchored

within the chromosomal DNA.

The long term presence of virtually the same class 1 integron among related S.
Derby isolates from pigs at slaughter, points towards a dissemination of the integron by
a clonal expansion of the isolates in apparently healthy pigs. Noteworthy, such
asymptomatic carriers may promote the dissemination of S. Derby not only to other

animals, but also to humans when the isolates enter the food chain.
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Table 1. Primers used for screening for genetic elements and for detection of physical linkages between class 1 integron and Tn2/

transposon

PCR Primer DNA sequence (5°-3°) GenBank Reference
5°-CS aadA fw GTGGATGGCGGCCTGAAGCC X68227.1 Schwarz ef al., 2004
(eft-hand) 1 s 1 integrase rv CAAGGTTCTGGACCAGTTGCG U67194.4 Sandvang ef al., 2002
3°-CS aadA rv ATTGCCCAGTCGGCAGCG X68227.1 Schwarz et al., 2004
(right-hand) 11y ATGGTGACGGTGTTCGGCATTCTGA  U04277.1 Grape et al., 2003
tmpA tnpA-R100-F GATCGGCGCGGGGAAGTTCAGGC NC_002134.1  Rodriguez ef al., 2006
tnpA-R100-R AGCCGGTTGCAGAGGCCGTAGC
TnpA21-F TGCGCTCCGGCGACATCTGG NC_002134.1  Kiiru et al., 2013
TnpA21-R TCAGCCCGGCATGCACGCG
mpR tnpR-R100-F GAGCGTCAGCGCGAGGGTATTG AF_071413 Rodriguez et al., 2006
mpM TnpM-F TCAACCTGACGGCGGCGA AF_071413 Kiiru ef al., 2013
TnpM-R CCTCGGCTACCACCTCC
merA merA-F2 AAGGCGCACGTGTCACGCTGATC AF_071413 Rodriguez et al., 2006
merA-R2 CCGCTGCCTTCTTCAACCACCAG
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Fig. 1. Schematic representation of the inverse PCR assay. (a) In the upper part, the
predicted flanking regions of the sequenced aadA26 gene cassette are shown. They were
predicted by linkage PCR assays with the primer sets class 1 fw + aadA rv (left-hand
flanking region) and aadA fw + sull rv (right-hand flanking region). The size of the
EcoRI restriction fragments (ca. 3 and 4.5 kb) were determined by the signals obtained
in the Southern blot hybridization experiment. Based on this information (b) the
genomic DNA of S. Derby 26 was digested with EcoRI, (c) the fragments were self-

ligated and amplified by PCR.

Fig. 2. Molecular characterization of S. Derby isolates. (a) Xbal-macrorestriction
pattern seen with the S. Derby isolates detected in the present study is shown in lane 1,
whereas in lanes 2 and 3 the patterns of S. Derby isolates detected in a previous study
conducted in Southern Brazil (Michael et al., 2006) are shown. Lane M contains Xbal-
digested DNA of S. Braenderup H9812, which was used as size standard. (b) Lanes 1 to
5 correspond to the plasmid profiles, PP1 to PP5, of S. Derby isolates. Lane M contains

plasmids of the E. coli V517 (size standard).

Fig. 3. Schematic presentation of the aadA26 gene cassette, its flanking regions, and the
alignment of the complete fragment with sequences of the Database. (a) Detailed
presentation of the aadA26 gene cassette of S. Derby 26, in which the aadA26 reading
frame is shown as a stippled arrow (the arrowheads indicate the direction of
transcription), the translational start (GTG) and stop (TGA) codons are underlined, the
59-base element (59-be or artC site) is presented as a stem-loop structure and the
integrase 1 binding domains 1L, 2L, 2R, and IR are indicated by arrows. (b)

Presentation of the left-hand flanking region of the aadA26 gene cassette with the
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partial sequence of intll gene (in the 5’-CS), the right-hand flanking region showing the
genes gacEAI and sull, the orf5 (in the 3°-CS) and the partial sequence of ORF istB
from IS7326. The EcoRI restriction site and the position and orientation of primers are
also shown. A vertical bar next to the ORF istB represents a terminal inverted repeat of
IS71326. (c) Alignment in which the horizontal bars (I, II and III) represent the
sequences with the best matches found by the BLASTN when the 3,988-bp fragment of
S. Derby 26 was used as query: (I) Y. pestis [P275 (accession number CP000603.1), (II)

S. Typhimurium (accession numbers ABS76781.2, AB723628.1, AB605179.1,

JE274992.1 and JF274991.1), E. coli (accession numbers HQ201416.1, FN554766.1

and DQ364638.1) and Shigella flexneri (accession number AP000342.1) and (III) of an
uncultured bacterium (accession number JQ004408.1). The light gray regions indicate
100 % identity and each vertical line represents a single nucleotide substitution. The
vertical arrow indicates the insertion of three G residues (GGG-disruption of the LexA
binding site) (Cambray et al., 2011) which was absent in S. Derby 26 and the uncultured
bacterium. The symbols ) or ( indicate the location on the positive or negative strand,
respectively. While the aadA2 gene was present in plasmid pIP1202 of Y. pestis IP275,
an aadAl gene was identified in the remaining sequences. A distance scale in kb is

given below the alignment.
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CAPITULO 4

Antimicrobial resistance and class 1 integron-associated gene
cassettes in Salmonella enterica subsp. enterica serovar

Typhimurium isolated from pigs at slaughter in Southern Brazil
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Abstract

Forty-five multi-resistant Salmonella enterica subsp. enterica serovar (S.) Typhimurium
isolates obtained at five slaughterhouses in Southern Brazil were characterized. Their
relatedness was determined by Xbal-macrorestriction analysis. Resistance genes,
integrons and plasmid-mediated quinolone resistance genes (PMQR) were identified by
PCR. Amplicons for the variable part of class 1 integrons and from the quinolone
resistance-determining regions (QRDR) were sequenced. Plasmids were characterized
by alkaline lysis, conjugation and replicon typing. Eighteen Xbal-macrorestriction
patterns and 19 plasmid profiles (ca. 2.7-150 kb) were seen. Resistance to ampicillin
(blatem),  chloramphenicol  (catAl  and  floR), streptomycin  (strA-strB),
streptomycin/spectinomycin (aadA variant), sulphonamides (sull, sul2 and sul3) and
tetracyclines [fet(A) and tet(B)] were commonly found. A dfrA8 trimethoprim resistance
gene was identified on a 100-kb plasmid. Only single substitutions were found in the
QRDR of GyrA and no PMQR were found. A total of 25 isolates was carrying class 1
integrons with aadA23 gene cassette or an unusual integron carrying dfrAl2-orfF-
aadA27 gene cassettes. Both integrons were found on large conjugative plasmids.
Salmonella plasmid-located virulence genes spvR, spvA, spvB, rck and pefA were found
on a multi-resistance IncFIB plasmid. Plasmids harbouring class 1 integrons or hybrid
resistance/virulence plasmids play an important role in the maintenance and spreading

of antimicrobial resistance among bacteria.



47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

118

Introduction

Salmonella enterica subsp. enterica serovar (S.) Typhimurium, which affects both
humans and animals, is one of the most commonly reported serovars worldwide (CDC,
2013; EFSA & ECDC, 2013). In different countries as well as in Southern Brazil, S.
Typhimurium has been also the most prevalent serovar isolated from swine finishing
herds and slaughter facilities (Kich et al., 2011; Gomes-Neves et al., 2012; Arguello et
al., 2013; Mueller-Doblies et al., 2013). A matter of concern are the carrier pigs that
may excrete S. Typhimurium under stressful conditions, e.g. during the transport to
slaughterhouses or during the stay in the lairage. They represent a potential source of
pork contamination (de Busser ef al., 2011) and thereby may play an important role in

the dissemination of antimicrobial resistant isolates throughout the food chain.

The presence of genetic elements such as integrons, transposons and plasmids has
been frequently associated with multi-resistance phenotypes among Salmonella isolates.
In addition, in several Salmonella serovars hybrid plasmids carrying antimicrobial
resistance determinants and virulence genes have been described (Guerra et al., 2002;
Herrero et al., 2008). In this study, porcine S. Typhimurium isolates from
slaughterhouses were analysed (i) for the phenotypic and genotypic antimicrobial
resistance properties, (ii) for the presence of integrons and plasmid virulence genes, (iii)
for the location of integrons and (iv) for transferability of plasmids carrying integrons or

virulence genes.

Materials and Methods

Bacterial strains and antimicrobial susceptibility testing
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For this study, S. Typhimurium isolates obtained from a cross-sectional study conducted
at five pig slaughterhouses (A, B, C, D and E) in Southern Brazil were selected (Silva et
al., 2012; Pissetti et al., 2012). During the period from 2007 to 2011, a total of 502
samples from lairage environment, carcasses and intestinal content of pigs were
collected. The samples from lairage were taken from the floor using the overshoe
method. For carcass, swab samples from a 300 cm’ area were collected. A piece of the
caecum from each carcass was taken at the time of evisceration. To avoid duplicates,
only one Salmonella isolate per sample was selected. Salmonella was found in 27.3 %
(137/502) of the samples. A total of 75 isolates from lairage (n=9), carcass (n=54) and

intestinal content (n=12) was identified as S. Typhimurium.

The antimicrobial susceptibility testing of isolates, transformants and
transconjugants was performed by agar disc diffusion according to the
recommendations of the Clinical and Laboratory Standards Institute, documents
VETO01-S2 and M100-S23 (CLSI, 2013a, b). The antimicrobial agents tested were:
ampicillin (AMP, 10 pg), cefotaxime (CTX, 30 pg), ceftazidime (CAZ, 30 ug),
chloramphenicol (CHL, 30 pg), ciprofloxacin (CIP, 5 ug), gentamicin (GEN, 10 pg),
kanamycin (KAN, 10 pg), nalidixic acid (NAL, 30 pg), streptomycin (STR, 10 ug),
compound sulphonamides (SUL, 300 pg), tetracycline (TET, 30 ug) and trimethoprim
(TMP, 5 pg). Multi-resistant isolates (resistance to at least three different classes of
antimicrobial agents) were further characterized. The minimum inhibitory concentration
(MIC) for ciprofloxacin was screened by agar dilution followed the recommendations of
the document M07-A9 (CLSI, 2012). Five representative isolates from different
ciprofloxacin MICs (0.25, 0.5, 1 and 4 pg mL") were additionally tested for their

nalidixic acid, enrofloxacin and ciprofloxacin MIC by broth microdilution (CLSI,
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2008). The reference strain Escherichia coli ATCC® 25922 was used for quality control

purposes.

Molecular typing

Plasmid profiling was performed by modified alkaline lysis methods (Kado & Liu,
1981; Birnboim & Doly, 1979). The E. coli V517 (Macrina et al., 1978), S.
Typhimurium LT2 (McClelland et al., 2001) and Klebsiella pneumoniae RS55
(Cloeckaert et al., 2001) reference plasmids were used as size standards.

The relatedness of multi-resistant S. Typhimurium isolates (n= 45) was
investigated by macrorestriction analysis with Xbal endonuclease (Thermo Scientific,
Vilnius, Lithuania). For this the standard PulseNet conditions (Ribot et al., 2006) were
followed. Except to concentration of the cell suspensions, that was set to an optical
density of 0.3 at 578 nm (Schwarz & Liebisch, 1994). The DNA fragments were
separated by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) using the CHEF DR III system
(Bio-Rad Laboratories, Munich, Germany). Whole cell DNA of S. Braenderup H9812
digested with Xbal served as size marker. Macrorestriction patterns were analysed using
the GelCompar software package (Applied Maths, Kortrijk, Belgium) and the
similarities between the patterns were determined on the basis of the Dice correlation
coefficient, with a maximal position tolerance of 1 %. Patterns were clustered the

unweighted pair group method with arithmetic averages (UPGMA).

Detection of resistance determinants and integrons

Detection of antimicrobial resistance genes was performed by PCR assays described
elsewhere (Frech & Schwarz, 2000; Kadlec et al., 2005). These included the

investigation of resistance genes to ampicillin (blatgm and blapsg 1), aminoglycosides



119

120

121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

121

[strA, strB, ant(3’’)-la, ant(2”’)-la, aac(3)-1la, aac(3)-IVa, aph(3’)-la], phenicols
(catAl and floR), sulphonamides (sull, sul2 and sul3), tetracyclines [fef(A-E) and

tet(G)] and trimethoprim (dfrA1, dfrAS, dfrA7, dfrA14-A17 and dfrB1, dfrB2, dfrB3).

The five representative isolates of the different ciprofloxacin MICs were
investigated for mutations in the quinolone resistance-determining region (QRDR) of
the target genes gyrA, gyrB, parC and parE genes by PCR assays and sequence analysis
(Kehrenberg et al., 2006). These isolates were also investigated for the presence of
plasmid-mediated quinolone resistance (PMQR) genes (gnrA, gnrB, gnrC, gnrD, gnrsS,
gepA, 0gxAB and acc(6’)-1b-cr genes) by PCR assays (Wang et al., 2003; Kehrenberg et
al., 2006; Wang et al., 2009; Cavaco et al., 2009; Cattoir et al., 2008).

Class 1 integrons were investigated by PCR assays for the detection of the class 1
integrase gene intll, sulphonamide resistance gene sull, quaternary ammonium
compounds resistance gene gacEAl and their linkage and for the variable region
[between 5’-conserved segment (CS) and 3’-CS] (Sandvang et al., 1997; Sandvang et
al., 2002, Kadlec et al., 2005; Michael et al., 2005). Class 2 integrons were also
investigated for the presence of the class 2 integrase gene (in#/2) by PCR (Kadlec &
Schwarz, 2008). Since trimethoprim resistance genes have been found on gene cassettes
inserted in unusual integrons; trimethoprim resistant isolates, which showed negative
PCR results for intl] or sull and gacEAI1 genes (genes commonly found in the 5°-CS or
3’-CS of class 1 integrons), were nevertheless investigated for the variable part of the
integrons by PCR. Amplicons specific for the variable part of the integrons were
analysed by restriction fragment length polymorphism (RFLP) using the restriction

endonucleases Bcll and HindIII.

Nucleotide Sequencing
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At least one representative amplicon of the different variable part of the integrons was
cloned and sequenced. Cloning experiments were performed with the pCR®2.1-TOPO®
vector (Invitrogen, Groningen, The Netherlands). The recombinant vectors were
transformed by heat shock into CaCl,-treated competent E. coli TOP10 or JM109 cells
(Dagert & Ehrlich, 1979). Transformant were selected on Luria-Bertani (LB) agar plates
supplemented with ampicillin (100 pg mL"') or trimethoprim (30 pg mL™).
Transformed plasmids were investigated by plasmid restriction analysis and for the
expression of the respective resistance determinant inserted into the integron. The
sequencing was conducted by primer walking; the primers M13 universal and reverse
primers (MWG, Ebersberg, Germany) started the analysis. Sequence comparisons were
carried out using the BLAST® programs blastn and blastp
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST.cgi) and with the ORF Finder program
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html). The nucleotide sequences of the
amplicons have been deposited in the EMBL database under accession numbers

HG314954 and HG314952.1.

The genomic environment of the unusual plasmid-borne class 1 integron of S.
Typhimurium isolate 89 was characterized by primer walking using a transformed
plasmid as target DNA. The class 1 integron was considered unusual because of the
negative PCR results for the detection of the intll, sull and gacEAI genes. For this
plasmid DNA was transferred into £E. coli recipient strain HBI101 by
electrotransformation. Electrotransformants were selected on LB agar plates containing
trimethoprim (30 pg mL™). Transformed plasmid was isolated by anion-exchange
chromatography on NucleoBond Xtra midi columns (Macherey-Nagel, Diiren,
Germany) and submitted to primer walking sequencing starting on both termini of the

sequence of the respective variable part of class 1 integron which was sequenced before.
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In vitro susceptibility testing of the electrotransformants was performed by disc
diffusion.

In order to identify a trimethoprim resistance gene in the S. Typhimurium isolate
77, which showed negative PCR results for the detection of class 1 and 2 integrons and
for all trimethoprim genes tested, its plasmids were extracted by anion-exchange
chromatography on NucleoBond Xtra midi columns and electrotransformed into E. coli
HB101. Electrotransformants were selected on Luria-Bertani (LB) agar supplemented
with 30 pg mL" of trimethoprim. A transformed plasmid was digested with Pstl
endonuclease and the fragments were cloned into pBluescript II SK(+) vector
(Stratagene, Amsterdam, The Netherlands). Recombinant plasmids were subsequently
transformed into E. coli TOP10. Electrotransformants were analysed by susceptibility
testing, restriction analysis and sequencing. Sequencing was performed by primer
walking starting by the M 13 universal and reverse primers. The nucleotide sequence of
the Pstl-fragment carrying the trimethoprim resistance gene has been deposited in the

GenBank database under accession number KJ174469.

Hybridization experiments

To determine the location of class 1 integrons, 12 S. Typhimurium isolates
(representatives of different plasmid profiles or isolation sources) were selected for
Southern Blot hybridization. It was performed using plasmid and EcoRI-digested
genomic DNA, which were transferred from agarose gels to a nylon membrane by the
capillary blot procedure. The sequenced amplicon of the variable part of the class 1
integron was enzymatically labelled by Dig-High Prime DNA Labelling and Detection
System (Roche, Mannheim, Germany) and used as probe. Hybridization and signal

detection were carried out according to the manufacturer’s recommendations.
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Detection of plasmid-borne virulence genes

The isolates were investigated for the presence of the Salmonella plasmid virulence
(spv) genes by PCR assays. All of them were first screened for the virulence regulator
spvR gene (Rubino et al., 1998). Positive isolates were further investigated for the
remaining genes of the spv operon (spvA, spvB, spvC and spvD) and for the virulence
plasmid genes rck (resistance to complement killing) and pefA (plasmid-encoded
fimbriae) (Beutlich er al., 2011; Guerra et al., 2002; Herrero et al., 2006). S.

Typhimurium LT2 was used as a positive control.

Plasmid transfer experiments

Conjugation experiments were conducted to confirm the horizontal transferability of the
plasmids harbouring integrons and virulence genes. Five integron-positive strains and
one isolate harbouring Salmonella plasmid virulence (spv) genes were included as donor
cells. Plasmids were transferred by electrotransformation, as described before
(Kehrenberg & Schwarz, 2001), into E. coli HB101 with subsequent selection on Luria-
Bertani (LB) agar plates containing either tetracycline (10 pg mL™), chloramphenicol
(10 pg mL"), ampicillin (100 pg mL"') or trimethoprim (30 pg mL™).
Electrotransformants were screened for their plasmid content and resistance phenotype
by agar disc diffusion.

Conjugation was performed using the electrotransformants or S. Typhimurium
isolates as donor and the sodium azide-resistant E. coli J53 as recipient strain. Liquid
cultures of donor and recipient strains were prepared separately in LB broth and grown
overnight at 37 °C. Recipient and donor cells were mixed in a ratio of 1:5 and

centrifuged for 15 minutes at 1500 g. Supernatants were discarded and the cells were
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spotted on the surface of a LB agar plates. Mating plates were incubated for 4 hours at
37 °C or at room temperature, when the plasmids were not conjugative at 37 °C. Cells
were collected in 1 mL of a 0.85 % NaCl and serial dilutions were prepared. Aliquots of
100 pL were spread on LB agar supplemented with sodium azide (200 pg mL™") and
onto the LB agar with sodium azide plus any of the aforementioned selective
antimicrobial agents. Putative transconjugants were grown at 37 °C for, at least, 48
hours. The frequencies of the plasmid conjugation were calculated by dividing the
number of transconjugants by the number of recipient cells. The phenotypic resistance
patterns of the transformants or transconjugants were determined by a susceptibility
testing by agar disc diffusion. Moreover, they were checked for the presence of the class
1 integrons and co-located resistance. The recipient strains E. coli HB101 and J53

served as negative controls in these PCR assays.

Plasmid replicon typing

The incompatibility (Inc) groups of plasmids from electrotransformants or
transconjugants were determined by PCR-based replicon typing. Detection of IncA/C,
IncB/O, IncF (FIA, FIB, FIC, FIIA subgroups), IncHI1, IncHI2, IncI1-Ic, IncK, IncL/M,
IncU, IncT and IncY replicons was performed by PCR, using primers and conditions

previously described (Carattoli et al., 2005).

Results and Discussion

Antimicrobial resistance phenotypes and molecular typing
Forty-five S. Typhimurium isolates proved to be multi-resistant and were selected for
molecular characterization. Susceptibility testing revealed the presence of eleven

different multi-resistance patterns (Table 1). Among the most common resistance
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properties, tetracycline resistance was found in all multi-resistant isolates and ampicillin
resistance was found in 95.5 % (43/45) of the isolates. In contrast, resistance to
cefotaxime or ceftazidime was not detected. Low frequency of resistance to third-
generation cephalosporin in Salmonella has been reported by monitoring studies in
England and Wales, Germany and United States (Miller et al., 2011; Rodriguez et al.,
2012; Wittum et al., 2012).

One to six plasmids, ranging approximately from 2 to > 150 kb, were detected
with the multi-resistant isolates. A total of 19 plasmid profiles (PP1-PP19) could be
seen (Table 1). Thirty-nine isolates, distribute among 16 plasmid profiles, harboured
plasmids larger than 90 kb. Eleven isolates shared the most common plasmid profile
(PP17) and most common resistance pattern AMP-NAL-SUL-TET-TMP, but one of
them showed a different Xbal-PFGE patterns. Xbal-macrorestriction of the 45 multi-
resistant isolates generated 18 Xbal-PFGE patterns, eleven of them were unique (Table
1, Fig. 1). In contrast, some Xbal-PFGE patterns (e.g. STXS5, STX9 and STX15) were
shared by isolates from the same slaughterhouse or even from different slaughterhouses
(STX2). The most common pattern, STX15, was seen in 10 isolates from
slaughterhouse E. The detection of the same S. Typhimurium clone from 10 different
animal carcasses within the same slaughterhouse may suggest a cross-contamination

during the slaughter process.

Antimicrobial resistance genotypes and characterization of class 1 integrons

PCR analysis for resistance genes revealed the presence of the ampicillin resistance
gene blargy, the tetracyclines efflux genes fet(A) and fet(B), the sulphonamide-
insensitive dihydropteroate synthase genes sull, sul2 and sul3, the chloramphenicol

acetyltransferase catAl gene, the florfenicol/chloramphenicol efflux floR gene and the
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aminoglycoside phosphotransferase genes strA, strB and aph(3’)-la and the
aminoglycoside acetyltransferase genes aac(3)-Ila and aac(3)-IVa (Table 1). Specific
PCR assay confirmed the physical linkage of strA-strB genes or sul2-strA-strB genes.

Five representative isolates resistant to nalidixic acid showed decreased
ciprofloxacin susceptibility (MIC 0.125 - 2 pg mL™"). The sequences of the QRDR
revealed single bp mutations in the region of gyrA gene (Table 2). A single isolate
showed amino acid substitutions at position 87 of the GyrA protein (according to E. coli
numbering): Asp87—>Asn (GAC—AAC). At position 83, one isolate showed the amino
acid substitution Ser83—Phe (TCC—TTC), and the remaining showed Ser83—Tyr
(TCC—>TAC). The substitution Ser83—Phe in the GyrA protein is one of the most
common (Hwang et al., 2010). The QRDR of the gyrB, parC and parE genes showed
the non-mutated wild type sequences. The PMQR genes were not detected among S.
Typhimurium isolates. It is interesting to note that with an isolate showing resistance to
ciprofloxacin (MIC 4 pg mL"') a single amino acid substitution Ser83—>Tyr
(TCC—-TAC) in GyrA protein was seen. Although additional substitutions in ParC or
ParE proteins are usually required to achieve ciprofloxacin resistance.

Twenty-five isolates were positive for the variable part of class 1 integron.
Amplicons of ~ 1 or 2 kb were seen with 13 or 12 isolates, respectively. Based on the
sequence of representatives of each size of amplicons, restriction analyses were
performed with Bcll or HindIIl. The shorter amplicons (~ 1 kb) shared the same pattern
with two fragments of 706 and 303 bp when digested with Bcll. The larger amplicons (~
2 kb) showed the same fragment pattern with HindIII digestion, consisting of three
fragments of 1179, 517 and 217 bp. Isolates carrying the shorter amplicon were also
positive for intll, sull and gacEAl genes. In contrast, isolates harboring the larger

amplicon were negative for the aforementioned genes. Class 2 integrons were not found.
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Sequence analysis of the shorter amplicon of S. Typhimurium 70 (representative
isolate) revealed a variable part of 1009 bp carrying a single gene cassette. The gene
cassette carried a variant of the aminoglycoside resistance gene aadA23, which encodes
a 259-amino-acid aminoglycoside adenyltransferase AadA23 that confers combined
resistance to streptomycin and spectinomycin. The 59-base element of the gene cassette
was identified containing the binding sites 1L, 2L, 1R and 2R for the intl/-encoded
integrase. The structure of the aadA23 gene cassette including the dyad symmetry of the
59-base element is presented schematically in Figure 2a. The amino acid sequence
showed 100 % identity to AadA23 protein of S. Typhimurium (accession number
CAXS52766.2) and S. Agona (accession number CAH10847.1), which were isolated
from swine holding pen and carcass, respectively, in the same geographic area in
Southern Brazil (Michael et al., 2005).

Sequence analysis of the larger amplicon (S. Typhimuirum 89) showed a variable
part of 1913 bp carrying the dfrAl2-orfF-aadA27 gene cassette array. The first gene
cassette harboured a trimethoprim resistance gene that encodes a DfrA12 enzyme of a
165 amino acids. The third cassette showed a reading frame coding for a new variant of
the AadA aminoglycoside adenyltransferase, designated AadA27. The two amino acids
difference in comparison with the AadA1 protein from the class 1 integron is due to the
double amino acid substitutions in the coding region: Gln—Arg (at position 8) and
Asp—Gly (at position 240). The first substitution is not unique, but the second is unique
in the database. The gene cassette in the middle is an open reading frame with unknown
function (Fig. 2b). The dfrA12-orfF-aadA27 revealed 99 % identity with a gene cassette
from Salmonella enterica subsp. enterica serovar Lansing (accession number
EF550586.1). The dfrA12-orfF-aadA27 can be distinguished from dfrA12-orfF-aadA2

by two amino acid substitutions within the aadA gene cassette, constituting the new
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variant for aminoglycoside adenyltransferase gene. The dfrAl2-orfF-aadA2 gene
cassette was previously identified on plasmid from S. Typhimurium DT104 and S.
Rissen in Portuguese pig production (Antunes et al., 2011). It was also found in S.
Choleraesuis, S. Enteritidis and S. Newport isolated from animal hosts (Hsu et al.,

2013).

Location and transferability of class 1 integrons

Hybridization experiments showed the presence of class 1 integrons on large plasmids
(95-150 kb). Transformation and conjugation experiments were performed with five
isolates that harboured class 1 integron and showed different plasmid profiles. All five
plasmids were transferred by electrotransformation, but only two of them proved to be
conjugative (Table 3). The presence of the class 1 integron and its gene cassettes and
co-located resistance genes was confirmed by PCR using plasmid DNA from
electrotransformants and transconjugants. All resistance gene cassettes and resistance
genes, tested with clones, electrotransformants or transconjugants, were functionally
active. Moreover, almost all resistance properties found in the isolates were identified
on the transferred plasmids (Table 1 and 3).

Replicon typing, conducted with electrotransformants or transconjugants, revealed
the presence of IncHI1, IncF, and IncFIB (Table 3). The plasmids carrying the aadA23
gene cassette showed the IncHI1 and one isolate was positive for additional Inc groups,
IncF, and IncFIB. The plasmids carrying the dfrA12-orfF-aadA27 gene cassette showed
the group IncF. Plasmids belonging to these Inc groups are commonly found in
Enterobacteriaceae and have been described as self-transmissible plasmid (Carattoli,
2009). In this work different conditions and incubation temperature of the mating

mixture were tested, but only two plasmids proved to be conjugative. Nevertheless, it is
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a matter of concern the fact that in two representative isolates class 1 integrons
harbouring the aadA23 or dfrAl12-orfF-aadA27 gene cassettes and additional
antimicrobial resistance genes were found on large conjugative plasmids (100 or 150
kb). This observation underlines the risk of dissemination and co-transfer of these
resistance properties. Furthermore, the related dfrA12-orfF-aadA2 gene cassette array of
class 1 integrons which was first identified into a transposon Tn2/-like element on the
plasmid of a clinical E. coli isolate (Heikkila et al., 1993) has been already found in the

chromosomal DNA of Gram-positive bacteria (Xu et al., 2011).

Characterization of cassette-independent trimethoprim resistance gene
In trimethoprim resistant isolate 77, which showed negative PCR results for the
detection of class 1 and 2 integrons and for all tested trimethoprim resistance genes, was
found a 100-kb plasmid mediating resistance to ampicillin, chloramphenicol,
streptomycin, sulphonamides, gentamicin and trimethoprim. PCR analysis identified the
corresponding resistance genes blatgm, floR, strA-strB, and sul2. Whereas the
gentamicin resistance gene could not be detected, the trimethoprim resistance gene was
identified in a 2,005-bp Pstl-fragment of the 100-kb plasmid of the isolate (Table 3).
Sequence analysis of this Pstl-fragment showed the presence of a trimethoprim
resistance gene (dfrA8) and an unknown open reading frame (orfl) being flanked by
direct repeats of the insertion sequence IS26. The dfrA8 gene encodes a 169-amino acid
dihydrofolate reductase enzyme (DfrA8). The 14-bp perfect terminal inverted repeats
(TTTGCAACAGTGCC), characteristic of IS26, were also identified. The 100 kb
plasmid showed the incompatibility group Incll and was called plasmid pST77.

The comparison of the nucleotide sequence of the Pstl-fragment or the dfrA8 gene

with the available sequences showed the highest score of 99 % or 100 % identity,
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respectively, with the sequences of plasmid pMLO226 of E. coli (accession number
U10186.1) and plasmid pBH700 of Shigella sonnei (accession number U09273.1). The
gene dfrA8 has been identified in E. coli isolates recovered from diseased swine, as well
as in human clinical isolates (Seputiené et al., 2010). Additionally, among 75
trimethoprim resistant E. coli isolates, the dfrA8 was found in 55 integron-independent
isolates (Pallecchi et al., 2007). The dfrA8 gene does not appear to be a recombination
substrate for the integrons but has been assembled, by the independent insertion of two
IS26 elements on either side, into a compound transposon Tn509/ (Sundstrom et al.,

1995).

Characterization of the flanking region of the unusual class 1 integron

The unusual class 1 integron from S. Typhimuirum isolate 89 proved to be located on a
conjugative ~100 kb plasmid which mediates resistance to ampicillin, streptomycin,
sulphonamides, tetracycline and trimethoprim. PCR analysis identified the
corresponding resistance genes as blargym, aadA variant, sul3 and tet(A). The sequencing
of the flanking regions of the dfrAl2-orfF-aadA27 gene cassette array resulted on a
4,109-bp fragment.

Sequence analysis from the left-hand flanking region of the variable part of the
class 1 integron (gene cassette array) showed, upstream the dfrAl2 gene cassette, the
intl] gene truncated by the insertion sequence IS26. The sequencing performed for the
right-hand flanking region of the class 1 integron, downstream the aadA27 gene
cassette, revealed the insertion of a truncated ISEcp-1-like in the 3°-CS, 92 nucleotides
downstream the aadA27 gene cassette and the presence of a coding sequence whose
protein may be involved in oxidation-reduction process, an Pyridoxamine 5'-phosphate

oxidase-like.
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Sequences comparisons revealed 99 % identity with the sequence of the plasmid
pK1HV (position 23,040 — 25,794) of Klebsiella pneumoniae strain KIHV (accession
number HF545434.1). It was the best match and showed a 100 % of query cover.
However, in this part of the sequence of plasmid pK1HV a complete int// gene and a
truncated transposase of Tn2/ transposon are seen before the 1S26. In the gene cassette
array only the substitutions in the aadA27 gene cassette were seen. Both sequences
showed the insertion of a truncated ISEcp-1-like. But in plasmid pK1HV a transposase
was inserted between the truncated ISEcp-1-like and the last coding sequence identified
in the 4,109-bp fragment of S. Typhimurium. Such analysis show insertion sequence-
mediated deletions in the conserved segments of the class 1 integron. Since deletion,
duplication, and rearrangement of the gene cassettes occur only in the presence of the
integron-encoded integrase (Collis & Hall, 1992; Fluit & Schmitz, 1999), defective
integrases cannot excise, insert or rearrange gene cassettes.

The absence of the usual class 1 integron-associated 3’-CS due to the insertion
of IS26 was previously reported on a plasmid isolated from bovine-derived E. coli strain
(Dawes et al., 2010). Previous studies described the dissemination of sul3 gene
associated with plasmid-borne class 1 integrons containing an unsual 3°-CS site. Sdenz
et al. (2010) reported the presence of gacH, 1S440, sul3, orfl, mef(B) and 1S26

downstream the dfrA12-orfF-aadA2 gene cassette array of class 1 integrons.

Characterisation of a hybrid virulence-resistance plasmid

The spvR gene was found in a single multi-resistant isolate, no. 77, which was
also positive for the Salmonella plasmid-located virulence genes spvA, spvB, rck and
pefA (Table 3). PCR assays, with transformed plasmid, revealed that virulence genes

and additional resistance genes [sul2, tet(B)] were located on a ~ 90 kb plasmid. This
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plasmid belonged to the IncFIB. Plasmids of IncF family have been associated to the
presence of antimicrobial resistance genes and virulence genes. Such co-evolution of
virulence and antimicrobial resistance genes may contributes to the fitness of the
bacteria and represents an important tool for the spreading of the plasmid among diverse
hosts and environments (Carattoli, 2009, Rodriguez et al., 2011; Tamamura et al.,
2013). In addition to the hybrid virulence-resistance plasmid, the S. Typhimurium 77
harbors a multi-resistance plasmid, the 100-kb plasmid with the resistance genes blatgm.
floR, strA-strB, dfrA8 and a second copy of sul2 (Table 3). Nevertheless, this isolate
showed a reduced susceptibility to fluoroquinolones and was found on a carcass which
may represent a potential risk to human health when such isolates enter in the food

chain.
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628 Table 1. Phenotypic and genotypic characteristics of porcine S. Typhimurium isolates.

No. of .
Abattoir isolates Origin’ §FGE Plasmn;i Resistance phenotype® Resistance genotype
bal profile
(Isolate no.)
A 1 Ca STX1 PP1 NAL-SPT-STR-TET strA-strB, tet(A)
1(3) Ca STX2 PP2 AMP-GEN-KAN-NAL-TET blargy, aac(3)-Ila, aph(3’)-1a, tet(A)
1 Ic STX2 PP2 AMP-GEN-KAN-NAL-TET blartgy, aac(3)-1la, aph(3°)-1a, tet(A)
1 La STX2 PP2 AMP-GEN-KAN-NAL-TET blarpy, aac(3)-1la, aph(3’)-1a, tet(A)
B 1 Ca STX2 PP2 AMP-GEN-KAN-NAL-TET blatgy, aac(3)-1la, aph(3°)-1a, tet(A)
3 Ca STX3 PP3 AMP-GEN-KAN-TET blatgy, aac(3)-1la, aph(3°)-1a, tet(A)
1 La STX4 PP4 AMP-GEN-KAN-TET blatgy, aac(3)-1la, aph(3°)-1a, tet(A)
1 Ca STX1 PP5 AMP-GEN-KAN-TET blarpy, aac(3)-1la, aph(3’)-1a, tet(A)
C 1 Ca STX5  PP6 AMP-CHL-GEN-STR-SUL-TET/MIN blate, catdl, floR, aac(3)-1Va, sull, 1e(B)
class 1 integron (aadA23)
343) e STX5  PP6 AMP-CHL-GEN-STR-SUL-TET/MIN blarey, catl, floR, aac(3)-1Va, sull, tet(B),
class 1 integron (aadA23)
catAl, floR, sull, tet(B),
1 Ca STX5 PP19 CHL-STR-SUL-TET/MIN class 1 integron (aadA23)
1(53) e STX6  PP7 AMP-CHL-KAN-STR-SUL-TET/MIN blarey, catdl, aph(3)-1a, strA-sirB, sull, iet(B),
class 1 integron (aadA23)
1 Ic STX7 PP8 AMP-GEN-KAN-NAL-STR-TET blatgm, aac(3)-1la, aph(3’)-1a, strA-strB, tet(A)
I e STX8  PP9 AMP-CHL-GEN-STR-SUL-TET/MIN blarew, catAl, floR, aac(3)-1Va, sull, 1et(B),
class 1 integron (aadA23)
D 6 (70) Ca STX9  PPI0  AMP-CHL-KAN-STR-SUL-TET/MIN blatew, catd ], aph(3 )-1a, strA-strB, sull, tet(B),
class 1 integron (aadA23)
1 (76) La STX10 PPI11 AMP-NAL-STR-TET/MIN-TMP blatgy, tet(B), class 1 integron (dfrA12-orfF-aadA27)
1(77) Ca STX11 PPI2 AMP-CHL-GEN-NAL-STR-SUL-TET/MIN-TMP  blargy, catAl, floR, strA-strB-sul2, tet(B), dfrA8
1 La STX1 PP13 AMP-GEN-KAN-NAL-TET blargy, aac(3)-Ila, aph(3’)-1a, tet(A)
E 1 Ca STX12 PPl4 AMP-NAL-TET/MIN-TMP blargy, tet(A)
1 La STX13 PP15 AMP-GEN-KAN-NAL-TET blarpy, aac(3)-Ila, aph(3’)-1a, tet(A)
1(83) La STX14 PP16 AMP-GEN-KAN-NAL-TET blargy, aac(3)-Ila, aph(3’)-1a, tet(A)
10 (89) Ca STX15 PP17 AMP-NAL-STR-SUL-TET-TMP blargy, sul3, tet(A), class 1 integron (dfrA12-orfF-aadA27)
blatgy, sul3, tet(A),
1 Ca STX16 PP17 AMP-NAL-STR-SUL-TET-TMP class 1 integron (dfrA12-orfF-aadA27)
1(91) Ca STX17 PP18 AMP-CHL-CIP-GEN-NAL-STR-SUL-TET-TMP blatgy, catAl, floR, aac(3)-1la, strA-strB, sull, tet(A), dfrAl
3 Ca STX18 PPI5 AMP-GEN-KAN-NAL-TET blatpm, aac(3)-Ila, aph(3)-1a, tet(A)

142



629 ¢ Origin of isolates: Ca, carcass; Ic, intestinal content; La, lairage.

630 ’ Plasmid profile (plasmid sizes in kb): PP1 (95, 45), PP2 (60), PP3 (95), PP4 (95, 5, 4, 3.5), PP5 (95, 8.5, 5, 4), PP6 (>150, 100, 3.5, 2), PP7 (>150, 3.5, 2.8, 2), PP8
631 (95, 30), PP9 (95, 5.5), PP10 (>150, 95, 3.5, 2), PP11 (95, 50, 40), PP12 (100, 90, 6), PP13 (80, 8.5, 5.4, 4.2, 3), PP14 (7, 4.5, 3.5), PP15 (>150), PP16 (95, 80), PP17
632 (95,8, 45), PPI8 (>150, 85, 8.5, 5.8, 4.5, 2), PP19 (>150, 95, 3.5, 2).

633 © AMP: ampicillin, CIP: ciprofloxacin, CHL: chloramphenicol, GEN: gentamicin, KAN: kanamycin, MIN: minocycline, NAL: nalidixic acid, STR: streptomycin, SUL:
634 sulphonamides, TET: tetracycline, TMP: trimethoprim.

635

636
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637 Table 2. Analysis of quinolone resistance among S. Typhimurium isolated from pigs.

638
639
640
641
642

Isolate  Resistance phenotype * Origin MIC (ug mL™) GyrA substitution GyrB ParE ParC

no. NAL? CIP® ENR’ (gyrA mutation) substitution substitution substitution

89 AMP-NAL-STR- SUL-TET- Carcass >256  0.25 0.50 Asp87Asn (AAC) wt ¢ wt wt
TMP

77 AMP-CHL-GEN-NAL-STR-  Carcass >256  0.50 0.50 Ser83Phe (TTC) wt wt wt
SUL-TET/MIN-TMP

3 AMP-GEN-KAN-NAL-TET  Carcass >256  0.50 2 Ser83Tyr (TAC) wt wt wt

83 AMP-GEN-KAN-NAL-TET  Lairage > 256 1 1 Ser83Tyr (TAC) wt wt wt

91 AMP-CIP-CHL-GEN-NAL-  Carcass >256 4 16 Ser83Tyr (TAC) wt wt wt

STR-SUL-TET-TMP

? AMP: ampicillin, CIP: ciprofloxacin, CHL: chloramphenicol, GEN: gentamicin, KAN: kanamycin, MIN: minocycline, NAL: nalidixic acid, STR: streptomycin,

SUL: sulphonamides, TET: tetracycline, TMP: trimethoprim

b NAL: nalidixic acid, CIP: ciprofloxacin, ENR: enrofloxacin

wt, wild type
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643  Table 3. Characteristics of plasmids harbouring class 1 integrons, cassette-independent trimethoprim resistance gene (dfrA8) and virulence

644  genes among S. Typhimurium isolates from Southern Brazil.

Isolate  Donor resistance Transfered Frequency of Inc Class 1 integron Virulence Co-located resistance genes
no. phenotype * plasmid conjugation group (size) genes
(kb)
43 AMP-CHL-GEN-STR- >150 7.26x10° IncHI1 aadA23 (1009 bp) - blargy, catAl floR, aac(3)-Iva, sull, tet(B),
SUL-TET/MIN IncFIB aadA23 gene cassette
IncF
53 AMP-CHL-KAN-STR- >150° - IncHI1 aadA23 - blatgm, catAl, aph(3’)-la, strA, strB, sull,
SUL-TET/MIN tet(B), aadA23 gene cassette
70 AMP-CHL-KAN-STR- >150° -¢ IncHI1 aadA23 - blatgy, catAl, aph(3’)-l1a, strA, strB, sull,
SUL-TET/MIN tet(B), aadA23 gene cassette
89 AMP-NAL-STR-SUL-TET- ~100 3.80x 108 IncF dfrA12-orfF- - blatgy, sul3, tet(A),
TMP aadA27 (1913 bp) dfrA12-orfF-aadA27 gene cassette array
76 AMP-NAL-TET/MIN-TMP  ~95 -¢ IncF dfrA12-orfF- - blargy, tet(B),
aadA27 dfrA12-orfF-aadA27 gene cassette array
7 ’S*%PS%TT%?MTI\?LTMP ~100 - fnell ; ; blazgy, catAl, floR, strA, strB, sul2, dfrA8
77 AMP-CHL-GEN-NAL- ~90 -¢ IncFIB - SpvRAB,
STR-SUL-TET/MIN-TMP rek, ped 12 1€1(B)

645 * AMP: ampicillin, CIP: ciprofloxacin, CHL: chloramphenicol, GEN: gentamicin, KAN: kanamycin, MIN: minocycline, NAL: nalidixic acid, STR: streptomycin, SUL:
646 sulphonamides, TET: tetracycline, TMP: trimethoprim

647 " Plasmids >150 kb and with same size

648 © Transconjugants were not obtained under the tested conditions (see materials and methods section). Transformants were used for the plasmid characterization.

649
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Fig.1. (a) Macrorestriction patterns of S. Typhimurium isolates obtained with the
restriction enzyme Xbal. Lane letters and numbers correspond to the different pulsed-
field gel electrophoresis patterns in Table 1. Lane M contains Xbal-digested DNA of
Salmonella Braenderup H9812. (b) Dendrogram of S. Typhimurium isolates based on
Xbal-macrorestriction (PFGE) patterns. The similarity analysis was performed using the
Dice coefficient and UPGMA method (tolerance 1%). The similarity of the isolates
obtained from carcasses (Ca), lairage environment (La) and intestinal content (Ic) are
given as percentages at the major junctions in the dendrogram. The Xbal patterns,

number of isolates, origin and slaughterhouses are shown.

Fig. 2. Schematic presentation of the structures of (a) the class 1 integron carrying the
aadA23 gene cassette (accession no. HG314954) and (b) the class 1 integron carrying
the dfrA12-orfF-aadA27 gene cassette array (accession no. HG314952.1) identified in
this study. The arrows indicate the gene cassettes and the 5’ and 3’ conserved segments
(5°-CS, 3°-CS) of the class 1 integrons are shown as boxes. The beginning and end of
the gene cassettes are shown in detail. The translational start (GTG, ATG) and stop
(TAA) codons are underlined. The 59-base element sites, shown in bold, are represented
as stem-loop structures, and the integrase 1 binding domains 1L, 2L, 2R and 1R are
indicated by arrows. Numbers indicating important positions of bases correspond to the

database entries. The dotted lines indicate the connection between the gene cassettes.
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CONCLUSOES

Com relacdo aos objetivos da tese listados no Capitulo 1, as seguintes conclusdes

podem ser feitas:

a)

b)

c)

Isolados de Salmonella enterica subsp. enterica (S.) de fezes suinas, obtidas de
baias de espera ou conteido intestinal, e de carcacas apresentaram maiores
frequéncias de resisténcia a maioria dos agentes antimicrobianos testados
quando comparados com isolados de fabricas de rag¢do, os quais foram
consideravelmente menos resistentes.

Uma variedade de genes de resisténcia foi detectada entre isolados multi-
resistentes de Salmonella. Os isolados obtidos de baias de espera, carcagas e
conteudo intestinal revelaram perfis genotipicos comuns, demonstrando que os
genes de resisténcia selecionados na granja podem chegar ao produto final.
Isolados multi-resistentes de S. Derby, provenientes de abatedouros diferentes,
foram indistinguiveis em seus perfis fenotipicos e genotipicos de resisténcia e
perfis de macro-restricdio (PFGE), sugerindo a disseminagdo de um clone
resistente de S. Derby na regido sul do Brasil. Os isolados multi-resistentes de S.
Typhimurium apresentaram variabilidade em sua estrutura gendmica e perfis
fenotipicos e genotipicos de resisténcia, embora um mesmo perfil de macro-
restricdo tenha sido encontrado em isolados de baias de espera e de carcacas,

sugerindo dissemina¢do clonal dentro do abatedouro.

d) A caracterizacdo de integrons de classe 1 em isolados de S. Derby revelou a

presenca de cassetes génicos com a nova variante do gene aadA, denominada
aadA26, conferindo resisténcia a estreptomicina e espectinomicina. Isolados de
S. Typhimurium apresentaram integrons de classe 1 com os cassetes génicos

aadA23 ou dfrAl2-orfF-aadA27, com as variantes do gene aadA codificando
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resisténcia a estreptomicina e espectinomicina e o dfrAl2 conferindo resisténcia
a trimetoprima.

e) Os integrons de classe 1 foram identificados supostamente no cromossomo de S.
Derby, uma vez que a hibridizac¢do nado revelou sinal quando DNA plasmidial foi
utilizado. A sequéncia das regides que flanqueiam o cassete g€nico e a
amplificacdo do gene merA sugerem a localizagdo em transposons da familia
Tn2/. Em S. Typhimurium os integrons de classe 1 foram identificados em
grandes plasmideos (95-150 kb).

f) Plasmideos abrigando integrons de classe 1 com os cassetes génicos aadA23 e

dfrAl2-orfF-aadA27 provaram ser conjugativos.
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