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RESUMO

A tilapia é o peixe de agua doce mais cultivado no Brasil e suas caracteristicas como elevado
valor nutricional, auséncia de micro espinhas e sabor suave tornam-no um dos peixes mais
apreciados no mercado consumidor. No entanto, esse alimento é extremamente perecivel e
sujeito a contaminacgdo bacteriana. A ocorréncia de bactérias Salmonella spp. em peixes esta
comumente relacionada ao ambiente de psicultura, bem como, ao ambiente de industrializagéo,
devido a préticas de higiene deficientes. Salmonella spp. se destaca como uma das principais
bactérias causadoras de doencas de origem alimentar e est4 associada a resisténcia a diversos
antimicrobianos, incluindo importantes medicamentos usados na terapia humana. O objetivo
deste estudo foi investigar a presenca de Salmonella spp. em amostras de filé de tilapia fresca
comercializadas no Distrito Federal, e determinar o perfil de resisténcia antimicrobiana das
cepas isoladas. Assim, foram coletadas, em diferentes supermercados do Distrito Federal, 101
amostras de filé de tilapia fresca. Para a pesquisa de Salmonella spp. foram realizadas as
analises microbioldgicas com uso dos meios de cultivo Agar Salmonella Shigella e/ou Agar
Xilose Lisina Desoxicolato, Agar Trés Aclcares e Ferro, Agar Lisina-Ferro e Agar
Fenilalanina. As cepas isoladas foram submetidas a identificacdo molecular pela técnica de
PCR para deteccdo do gene de viruléncia invA. Posteriormente, a avaliacdo do perfil de
resisténcia antimicrobiana das cepas de Salmonella spp. foi realizada por meio da técnica de
disco-difusdo de Kirby-Bauer, e os genes de resisténcia blaCTX, sul2, tetB e floR foram
pesquisados em todos os isolados. Os resultados mostraram que 45,5% (46/101) das amostras
de tilapia fresca apresentaram contaminagdo por Salmonella spp., confirmadas pela detecgédo
do gene invA. O perfil de resisténcia antimicrobiana mostrou altas taxas de resisténcia para
amoxicilina/acido clavulanico (87,7%), tetraciclina (82,5%), sulfonamida (57,9%) e
cloranfenicol (26,3%) nas 57 cepas de Salmonella spp. isoladas, sendo que 56,1% das cepas
foram multirresistentes. O gene de resisténcia a beta-lactamases blaCTX foi identificado em
64,9% dos isolados, 0 gene de resisténcia a tetraciclina tetB foi identificado em 54,4% dos
isolados, o gene de resisténcia ao cloranfenicol floR foi identificado em 50,9% dos isolados,
enquanto o gene de resisténcia a sulfonamida sul2 esteve presente em 49,1% dos isolados. Os
resultados desse estudo mostraram uma elevada contaminacédo por Salmonella spp. em amostras
de filé de tilapia comercializadas no Distrito Federal, o que torna este alimento um possivel
risco a satde do consumidor. A elevada positividade de cepas de Salmonella spp. multidroga

resistente associada a elevada presenca de genes de resisténcia nas amostras de tilapia
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demonstra o potencial desses peixes contaminados servirem como meio de transmissédo de

Salmonella spp. para os humanos e fonte para disseminacgéo de resisténcia antimicrobiana.

Palavras-chave: Salmonella; filé de tilapia; doencas transmitidas por alimentos; resisténcia

microbiana a medicamentos; genes de resisténcia antimicrobiana; blaCTX; tetB; sul2; floR.
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ABSTRACT

Tilapia is the most cultivated freshwater fish in Brazil, and its characteristics such as high
nutritional value, absence of micro bones and mild flavor make it one of the most appreciated
fish in the consumer market. However, this food is extremely perishable and subject to bacterial
contamination. The occurrence of Salmonella spp. in fish it is commonly related to the
psyculture environment, as well as the industrialization environment, due to poor hygiene
practices. Salmonella spp. stands out as one of the main bacteria causing foodborne illnesses,
and is associated with resistance to several antimicrobials, including important drugs used in
human therapy. The aim of this study was to investigate the presence of Salmonella spp. in fresh
tilapia fillet samples commercialized in the Federal District, and to determine the antimicrobial
resistance profile of the isolated strains. Thus, 101 samples of fresh tilapia fillet were collected
in different supermarkets in the Federal District. For the search for Salmonella spp.
microbiological analyzes were performed using the culture media Salmonella Shigella Agar
and/or Xylose Lysine Deoxycholate Agar, Three Sugars and Iron Agar, Lysine-Iron Agar and
Phenylalanine Agar. The isolated strains were submitted to molecular identification using the
PCR technique to detect the invA virulence gene. Subsequently, the evaluation of the
antimicrobial resistance profile of Salmonella spp. was performed using the Kirby-Bauer disk-
diffusion technique, and the resistance genes blaCTX, sul2, tetB and floR were searched for in
all strains. The results showed that 45.5% (46/101) of fresh tilapia samples were contaminated
by Salmonella spp., confirmed by the detection of the invA gene. The antimicrobial resistance
profile shows high rates of resistance to amoxicillin/clavulanic acid (87.7%), tetracycline
(82.5%), sulfonamide (57.9%) and chloramphenicol (26.3%) in the 57 strains of Salmonella
spp. isolated, and 56.1% of the strains were multiresistant. The beta-lactamase resistant gene
blaCTX was identified in 64.9% of the strains, the tetracycline resistance gene tetB was
identified in 54.4% of the strains, the chloramphenicol resistance gene floR was identified in
50.9% of the strains, while the sulfonamide resistance gene sul2 was present in 49.1% of the
strains. The results of this study showed a high contamination by Salmonella spp. in samples of
tilapia fillet sold in the Federal District, which makes this food a possible risk to consumer
health. The high positivity of resistant Salmonella spp. multidrug associated with the high
presence of resistance genes in tilapia samples demonstrates the potential of these contaminated
fish to serve as a means of transmission of Salmonella spp. for humans and a source for

spreading antimicrobial resistance.
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Keywords: Salmonella; tilapia fillets; freshwater fish; foodborne illnesses; microbial drug
resistance; antimicrobial resistance genes; blaCTX; tetB; sul2; floR.
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1. PRODUCAO DE TILAPIA NO BRASIL

A tilapia é a espécie de peixe de agua doce mais cultivada no mundo e uma fonte
sustentavel de alimento. Essa espécie de peixe é nativa da Africa e Palestina e inclui os géneros:
Oreochromis, Sarotherodon e Tilapia (CANONICO et al., 2005; CARDOSO, 2016). E
considerada um dos pescados com maior aceitagdo no mercado consumidor pelas suas
caracteristicas atrativas, tais como carne branca, sabor suave e auséncia de espinhos em forma
de “y”. Além disso, a tilapia € um peixe de facil filetagem e possui rendimento alto do filé, com
valores préximos a 40% (SCHULTER; FILHO, 2017). No estudo do Silva et al., (2009)
exemplares de tilapia com peso médio de 450 a 500 g tiveram um rendimento do filé médio de
59,1%, tornando esse pescado ideal para a industrializacao.

Em 1953, introduziu-se a tilapia do Congo (Tilapia rendalli) no Brasil, seguidas da
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) e da tilapia Zanzibar (Oreochromis urolepis hornorum)
que foram introduzidas em 1971 no nordeste brasileiro pelo Departamento Nacional de Obras
Contra as Secas (IGARASHI, 2019; SCHULTER; FILHO, 2017). A Tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) (Figura 1) é a segunda espécie mais cultivada no mundo e a primeira
no Brasil, podendo alcangar até 5 kg e € descrita como a mais utilizada nos criatérios devido a
sua caracteristica de rapido crescimento e ganho de peso, além de possuir carne de qualidade
superior com poucas espinhas (SCHULTER; FILHO, 2017).

Figura 1. Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), principal espécie cultivada no Brasil

Fonte: Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa, 2015). Disponivel em:
<https://www.embrapa.br/busca-de-imagens/-/midia/2138001/tilapia-em-laboratorio> Foto:  Gabriel Pupo

Nogueira.
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A producdo de tilapia é caracterizada pela facilidade singular de manutengdo do
ambiente de cultivo. Entre as vérias espécies de peixes a serem criadas no sistema de
confinamento, cada uma possui caracteristicas proprias de adaptacao, o que leva os produtores
a estabelecerem preferéncias de acordo com a regido e as condi¢des de cultivo. Contudo entre
as diversas espécies de peixes, a tilapia apresenta boa adaptacao a distintas regides climéticas e
diferentes sistemas de cultivo, associado ao crescimento rapido de sua espécie (MILANEZ et
al., 2019)

No Brasil, entre as diversas espécies de peixes produzidas, a tilapia € a que atualmente
se encontra em maior estagio de desenvolvimento liderando a producéo brasileira de carne de
peixe e colocando o Brasil entre os cinco maiores produtores mundiais de tildpia (MILANEZ
etal., 2019). Como se pode observar no Gréafico 1, a tilapia destaca-se como a principal espécie
de peixe produzida na piscicultura brasileira (producdo de 323,7 mil toneladas no ano de 2019),
um aumento de 3,5% em relacdo ao ano anterior (producdo de 311,5 mil toneladas no ano 2018),
correspondendo a 61% da producdo nacional de peixes, segundo dados do Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE, 2018; IBGE, 2019). Quanto a distribuicdo geogréafica, o
Parana foi o maior estado produtor em 2019, seguido por Sdo Paulo e Minas Gerais (IBGE,
2019). Atualmente, os principais polos brasileiros produtores de tilapia estdo localizados nas
regides Sul, Sudeste e Nordeste, porém existem também, com menor volume de producéo,
polos localizados na regido Centro Oeste (MILANEZ et al., 2019).

Grafico 1. Participacao das principais espécies da piscicultura brasileira no ano de 2019

e 61%

Tildpia Tambaqui Tambacu e tambatinga
E Carpa @ Pacu e patinga B Pintado, cachara e cachapira

Outros

Fonte: Diretoria de Pesquisa, Coordenacdo de Agropecuéria, Pesquisa da Pecuaria Municipal (IBGE, 2019).
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No Centro Oeste brasileiro a participacdo dos estados na producéo de tilapia no Brasil
no ano de 2019 correspondeu a 5,27% (17.059 mil toneladas) em Mato Grosso do Sul, 2,84%
(9.186 mil toneladas) em Goiés, 0,75% (2.413 mil toneladas) em Mato Grosso e 0,46% (1.472
toneladas) no Distrito Federal. Segundo a EMATER-DF, constata-se uma evolucdo expressiva
na demanda de pescado em Brasilia, apontando para um consumo anual acima de 14 kg per
capita, 0 que mostra que a regido tem um consumo de peixes maior que a média brasileira. A
principal espécie criada no Distrito Federal é a tilapia, seguida do tambaqui e seus hibridos.
Atualmente, a producéo local é consumida no proprio estado, mas ela responde com menos de
15% do volume total de peixe de agua doce consumido, sendo assim o Distrito Federal importa
a maior parte do pescado de outras regides (BRASIL, 2020a; BORGES; BERTHIER, 2019).

Além da facilidade de cultivo da tilapia, o Brasil possui um clima tropical na maior parte
de seu territério que permite a producdo do peixe durante o ano todo, além de ser um grande
produtor de grdos como soja e milho, que séo a base da racéo desses peixes (IGARASHI, 2019).
No Brasil ha grandes reservatdrios aquaticos para o cultivo em tanques-rede de alta densidade.
Até o final da década de 1990, a tilapicultura brasileira seguia um modelo semi-intensivo,
desenvolvida em tradicionais viveiros escavados, tanques de terra e em reservatorios. A partir
do ano 2000, a producéo passou progressivamente para criagdo mais intensiva em tanques-rede,
sobretudo em &guas da Unido (nos grandes reservatorios das hidrelétricas) (SCHULTER,;
FILHO, 2017; SUSSEL, 2013).

1.2. OCORRENCIA DE BACTERIAS SALMONELLA SPP. NA TILAPIA

A qualidade do pescado €, em grande parte, determinada pelo grau de frescor e existe
uma preocupacdo quanto a esse requisito. Naturalmente, o pescado é um alimento mais
perecivel em comparacdo a outros alimentos de origem animal, devido ndo somente as suas
caracteristicas intrinsecas, mas também ao habitat natural em que vive. Sendo assim, a carne de
peixe é susceptivel a deterioragéo autolitica, oxidativa e microbioldgica, devido a alta atividade
de agua, elevado teor de gorduras insaturadas e pH préximo a neutralidade e, portanto, pode ser
contaminada por um variado grupo de microrganismos, incluindo a Salmonella spp. que tem
seu pH oOtimo de crescimento entre 6,7 - 7,5 (DANTAS FILHO et al., 2020; SOARES;
GONCALVES, 2011).

A Salmonella spp. ndo pertence & microbiota dos pescados, porém a ocorréncia dessas
bactérias em peixes esta comumente relacionada ao ambiente de criacdo, bem como, ao

ambiente de industrializacdo, devido a praticas de higiene deficientes (FERNANDES et al.,
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2018; SANTOS, 2015). Na piscicultura, o uso de camas de frango como adubo organico para
fertilizag&o dos tanques de piscicultura (DANTAS FILHO et al., 2020; ESPOSTO et al., 2007),
praticas inadequadas como tanques superlotados, fatores de estresse dos peixes e dietas
desequilibradas podem aumentar a susceptibilidade dos peixes a patdgenos e diversas doencas
(AMAGLIANI et al., 2012; FERNANDES et al., 2018). Ingredientes ou matérias primas das
racOes utilizadas na alimentacdo dos peixes também representam uma fonte de contaminagdo
de Salmonella na producéo da aquicultura, influenciando na microbiota do peixe (LUNESTAD
et al., 2007).

Estudos observaram que a ocorréncia de Salmonella spp. no ambiente aquético esta
geralmente associada a contaminacdao fecal através de esgoto urbano e esterco de animais, onde
a falta de saneamento correto para os rejeitos de animais e humanos contribuem para a poluicédo
desse ambiente (BANIGA et al., 2019; KOONSE et al., 2005; TRAORE et al., 2015). A
contaminacédo pode ocorrer por processos de lixiviagao que carregam os contaminantes do solo
durante as estacGes chuvosas, como a exemplo de fezes de animais criacdo e domésticos, que
circulam na proximidade (SANTQOS, 2015). Além disso, a contaminacdo do pescado também
pode ocorrer na etapa poOs-captura através da contaminacdo cruzada durante transporte,
armazenamento ou manuseio inadequado, como por exemplo, na evisceracdo e filetagem e
também através do contato com o gelo usado para conservacdo (FERNANDES et al., 2018;
DANTAS FILHO et al., 2020).

Alguns estudos, em diferentes regides do mundo, tém relatado a presenca de Salmonella
spp. em amostras de tilapia, causando preocupacdo com a saude publica, pois este alimento
pode se tornar um risco para a saude do consumidor (AWUOR; MIRUKA; ELIUD, 2011,
BEKELE; WORKAGEGN; NATARAJAN, 2019; ESPOSTO et al., 2007).

1.3. CARACTERIZACAO DO GENERO SALMONELLA SPP.

As bactérias do género Salmonella sdo microrganismos pertencentes a familia
Enterobacteriaceae. Sdo microrganismos anaerébios facultativos, ndo formadores de esporos,
variando em diametro de 0,7 a 1,5 um e em comprimento de 2 a 5 pm. A maioria das bactérias
Salmonella spp. sdo moveis por flagelos peritriquios (Figura 2) (JAJERE, 2019; TRABULSI;
ALTERTHUM, 2015). A maioria dos sorotipos produz sulfeto de hidrogénio, a partir da
reducdo do enxofre por agdo da enzima cisteina desulfidrase e ndo fermentam lactose, contudo,
muitas cepas podem adquirir essa caracteristica por meio de transferéncia plasmidial (BRASIL,
2011).
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Bioquimicamente, as bactérias Salmonella spp. sdo oxidase negativa; catalase positiva;
indol negativa, Voges-Proskauer negativa, Vermelho de Metila negativa, malonato negativa e
ureia negativa. Também séo capazes de formar acido e, na maioria das vezes, gas a partir da
glicose, com excecdo de S. Typhi, S. Pullorum e S. Gallinarum (< 5% produzem gas). Além da
glicose, fermentam arabinose, maltose, manitol, manose, ramnose, sorbitol, trealose, xilose e
dulcitol (BRASIL, 2011).

Figura 2. Enterobactéria Salmonella spp.

Fonte: Centers for Disease Control and Prevention (CDC, 2019). llustrador: James Archer

As bactérias Salmonella spp. apresentam ainda como caracteristicas metabdlicas a
capacidade de descarboxilacdo dos aminoacidos lisina e ornitina, reducéo de nitrato a nitrito e
utilizacdo do citrato como Unica fonte de carbono, podendo ocorrer variagbes em fungdo do
sorotipo ou da subespécie (BRASIL, 2011). Estas propriedades sdo usadas para o
desenvolvimento de varios meios seletivos e diferenciais para a cultura, isolamento e
identificacdo presuntiva das bactérias Salmonella spp. O isolamento de Salmonella em
alimentos e outras amostras ambientais, usualmente, utiliza métodos de cultura que envolvem
varias etapas de pré-enriquecimento, enriquecimento seletivo e crescimento em meios seletivos
e diferenciais (JAJERE, 2019).

As bactérias Salmonella spp. sdo mesdfilas, assim, sua temperatura para crescimento
envolve a faixa de 32 a 43°C, apresentando melhor desenvolvimento em 37°C e extremos
variando de 5 a 46°C. Sdo bactérias sensiveis a altas temperaturas, ndo sobrevivendo a
temperatura de cozimento superior a 70°C (BRASIL, 2011; JAJERE, 2019). O pH 6timo para
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seu crescimento é entre 6,5 e 7,5, mas podendo sobreviver a extremos variando de 3,8 a 9,5
(RODRIGUES, 2017). Outro fator que também influencia seu crescimento é uma necessidade
de alta atividade de agua (aw) entre 0,94 e 0,99 (dgua pura aw = 1,0) para o0 seu desenvolvimento
(PUl et al., 2011).

A nomenclatura do género Salmonella atualmente divide o género em espécies,
subespécies e sorotipos ou sorovares. A classificagdo em sorotipos de Salmonella foi baseada
no conceito inicial proposto por White-Kaufmann-Le Minor, com base na identificacdo
soroldgica dos antigenos O (somatico), H (flagelar) e Vi (capsular) (TRABULSI,;
ALTERTHUM, 2015). Cada sorotipo foi considerado uma espécie separada, no entanto,
métodos moleculares mostraram que a maioria das espécies Salmonella pertencia a Unica
espécie de S. enterica, com exce¢do da S. bongori (BRENNER et al., 2000; GRIMONT;
WEILL, 2007).

Portanto, atualmente, o género Salmonella é dividido em duas espécies: S. enterica e S.
bongori. E a espécie S. enterica é dividida em seis subespécies: S. enterica subespécie enterica,
S. enterica subespécie salamae; S. enterica subespécie arizonae, S. enterica subespécie
diarizonae, S. enterica subespécie houtanae e S. enterica subespécie indica (BRENNER et al.,
2000; GRIMONT; WEILL, 2007). Cada subespécie (ou espécie, no caso de S. bongori) ainda
é subdividida em funcéo de seu perfil antigénico. Existem atualmente mais de 2.600 sorotipos
de Salmonella, entre os quais, a espécie S. bongori agrupa 22 sorotipos e 1.547 pertencem a S.
enterica subespécie enterica (TRABULSI; ALTERTHUM, 2015). Na préatica, 0 nome da
subespécie geralmente ndo é mencionado, por exemplo, na espécie S. enterica subespécie
enterica o sorotipo Typhi é normalmente reduzido para S. Typhi. Na nomenclatura atual, 0s
sorotipos ndo indicam uma espécie, motivo pelo qual o nome nédo deve ser escrito em italico
(BRASIL, 2011).

Entre as subespécies capazes de infectarem 0s seres humanos e causar doencas, 0S
sorotipos da espécie S. enterica subespécie enterica sdo encontrados predominantemente em
animais de sangue e representam mais de 99% dos isolados clinicos, enquanto as demais
subespécies e S. bongori sdo isoladas principalmente de animais de sangue frio e representam
menos de 1% dos isolados clinicos (JAJERE, 2019; PUlI et al., 2011).

O género Salmonella inclui varios sorotipos de importancia clinica associados a
infeccdo humana, que séo divididos em dois grupos de acordo com a patologia causada: febre
entérica tifoide e paratifoide (S. Typhi e S. Paratyphi A, B e C) e gastroenterites (principalmente
S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Infantis e S. Choleraesuis). O sorotipo mais virulento de

Salmonella, S. Typhi, restrito especificamente a seres humanos, causa a doencga bacteriana
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conhecida como febre tifoide. Enquanto a S. Typhimurium pode colonizar um amplo espectro
de hospedeiros, sendo uma das principais envolvidas nas gastroenterites (SABBAGH et al.,
2010; TORTORA et al., 2017).

1.4. FATORES DE VIRULENCIA E MECANISMOS DE PATOGENICIDADE DO
GENERO SALMONELLA SPP.

A infeccdo por Salmonella spp. geralmente acontece pela ingestdo oral de alimentos ou
agua contaminados e as bactérias tém a capacidade de atravessar a barreira acida do estdmago
e sobreviver as altas concentragdes de sais biliares do trato gastrintestinal. O processo
infeccioso acontece pela adesdo das bactérias Salmonella spp. a superficie das células do
epitélio intestinal do hospedeiro, seguida de invasao e colonizacao dessas. Com isso as bactérias
induzem a expressao e a regulacdo de vérias citocinas pro-inflamatoérias no epitélio intestinal,
iniciando o processo inflamatério (CHAKROUN et al., 2017; MENDONCA, 2016;
TRABULSI; ALTERTHUM, 2015).

A patogenicidade das bactérias Salmonella spp. € influenciada por vérios fatores de
viruléncia. As maiorias dos genes de viruléncia dos microrganismos podem estar presentes em
regides especificas do cromossomo dos microrganismos, chamadas de ilhas da patogenicidade,
comuns em sorotipos patogénicos de determinadas espécies (KADHIM, 2020; VIEIRA, 2009).
Acredita-se que esses grupos de genes foram adquiridos por Salmonella de outras espécies
através da transferéncia horizontal de genes (ASTEN; DIJK, 2005). Essas ilhas da
patogenicidade sdo segmentos relativamente grandes de DNA (entre 10.000 a 200.000 pares de
bases), que possuem informacdes codificadas para a construcao de fatores de viruléncia, como
invasinas, adesinas, toxinas e componentes que possibilitem a acdo desses fatores (VIEIRA,
2009).

Dentre as ilhas de patogenicidade das bacterias Salmonella spp., as regides SPI-1 e SPI-
2 sdo as mais estudadas. Os genes codificados por SPI-1 sdo necessarios para a invasao de
células hospedeiras e expressdo de uma série de proteinas para o sistema de secre¢édo. A respeito
disso, 0s genes inv, presentes na regido SP1-1, desempenham uma importante funcdo na
internalizagdo bacteriana, que compreende um complexo de exportacao de proteinas segregadas
(o sistema de secrecgdo do tipo I11), uma estrutura presente na membrana bacteriana capaz de
transferir proteinas efetoras para a célula hospedeira, que uma vez dentro da célula intestinal
interagem com dominios de proteinas e causam modifica¢des no citoesqueleto, permitindo a

invasdo da célula epitelial. Enquanto os genes codificados por SPI-2, como ssaR e SsrA
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permitem que a Salmonella sobreviva e se multiplique no interior das células hospedeiras,
especialmente macréfagos (TRABULSI; ALTERTHUM, 2015; VIEIRA, 2009).

Além do DNA cromossémico, 0s elementos genéticos transmissiveis também podem
abrigar genes de viruléncia. As bactérias Salmonella podem possuir nos plasmideos uma regido
gendbmica de 7,8 kb, denominada spv (viruléncia do plasmideo Salmonella) que é capaz de
conferir o fen6tipo virulento & Salmonella. Esse locus abriga cinco genes designados spv R, A,
B, C e D. A expressdo dos genes spv desempenham um importante papel na multiplicacéo
intracelular no sistema reticulo-endotelial de animais de sangue quente, além de auxiliar na sua
replicacdo em locais extraintestinais, incluindo células hepaticas e do baco (FARDSANEI et
al., 2017; JAJERE, 2019).

A infeccdo por Salmonella se inicia ha mucosa do intestino delgado e c6lon, no qual
elas aderem ao epitélio por meio de suas fimbrias. Na maioria dos casos a infeccdo permanece
localizada, dando origem a uma gastroenterite que se restringe a mucosa intestinal, com o
aumento da secrecdo de &gua e eletrélitos e raramente ocorre septicemia. Entretanto,
dependendo da viruléncia do sorotipo envolvido e da resposta imunoldgica do hospedeiro, o
qguadro pode generalizar-se. Ocasionalmente, as bactérias Salmonella spp. conseguem
atravessar a mucosa intestinal através das células M das microvilosidades intestinais e apds a
penetracdo da mucosa intestinal, o patégeno se multiplica e pode invadir fagécitos, ativando
mecanismos de viruléncia que permitem sua sobrevivéncia e replicagdo, podendo penetrar no
sistema linfatico e na corrente sanguinea (Figura 3) (FERNANDES et al., 2018; TORTORA et
al., 2017; TRABULSI; ALTERTHUM, 2015). A migracdo para 6rgdos leva a forma de doenca
sistémica em animais e seres humanos susceptiveis, como a febre tifoide e as febres paratifoides
(MENDONCA, 2016; OHL; MILLER, 2001).
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Figura 3. Salmonelose: Invasdo do epitélio intestinal
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Fonte: Propria autora (2020)

1.5. DOENCAS CAUSADAS PELAS BACTERIAS SALMONELLA SPP. E SUA
IMPORTANCIA PARA A SAUDE PUBLICA

A salmonelose destaca-se no campo da satde publica como uma das principais doencas
transmitidas por alimentos no Brasil e no mundo e seu controle representa um desafio para a
salde publica. Apesar do desenvolvimento tecnoldgico e educacdo sanitaria como préatica de
prevencao de doencas na populacdo, é crescente e relevante o nimero de casos de salmonelose
humana e animal (BRASIL, 2011; SHINOHARA et al., 2008). O ultimo levantamento de dados
do Ministério da Satde mostra que nos Gltimos nove anos, a Salmonella spp. é o0 segundo agente
etiologico mais frequente identificado em surtos de doencas transmitidas por alimentos no
Brasil, representando 11,2% dos surtos notificados (DRAEGER et al., 2019). No continente
europeu, a salmonelose também é a segunda doenca transmitida por alimentos mais comum e
observou-se a ocorréncia de salmonelose causada por S. Enteritidis em varios paises da Europa
(EFSA, 2017).

As salmoneloses causam infeccBes gastrointestinais (enterocolites), caracterizadas por
uma infeccdo aguda da mucosa intestinal, provocada por infiltracdo e transmigracdo epitelial
de neutrdfilos, exsudacao de liquido seroso e diarreia. Os principais sintomas incluem: febre
(38-39°C) normalmente de curta duracdo (dois dias), colicas abdominais, dor de cabeca e
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calafrios. O periodo de incubacdo é em média de 48 h, mas o quadro infeccioso comeca a
regridir, usualmente, apds trés a quatro dias (BRASIL, 2011; TRABULSI E ALTERTHUM,
2015). Os sorotipos de Salmonella causadores de salmonelose sao isolados predominantemente
em animais de producdo e encontrados no intestino de aves, suinos e bovinos (MENDONCA,
2016). Assim, os principais veiculos de transmissdo incluem os alimentos de origem animal
como a carne de vaca, peixes, frutos do mar, laticinios como leite e queijos oriundos de leite
ndo pasteurizados, com destaque principalmente para aves e ovos. A incidéncia de salmonelose,
além da relacdo com a contaminacdo de agua e alimentos com material fecal, também esta
relacionada a mas condi¢des na manipulacdo dos alimentos (SHINOHARA et al., 2008;
TRABULSI; ALTERTHUM, 2015; ZHU et al., 2017).

Nos casos das febres entéricas (febre tifoide e paratifoide), causadas pela S. Typhi e S.
Paratyphi A e C, as manifestacBes clinicas estdo associadas a febre alta de 40°C e cefaleia
continua. A Salmonella, em vez de ser destruida pelas células fagociticas, multiplica-se no
interior delas e se dissemina para mdaltiplos 6rgdos, sobretudo baco e figado. Com a
disseminacéo sistémica, pela sua liberacdo na corrente sanguinea, sintomas inespecificos, tais
como, calafrios, diaforese, tontura, anorexia, tosse, fraqueza, dor de garganta e dores
musculares podem ocorrer (TORTORA et al., 2017). A falta de saneamento desempenha um
papel importante na disseminacdo da febre tifoide. A incidéncia de febre tifoide é rara nos paises
desenvolvidos, no entanto, nos paises endémicos ocorre alta incidéncia de febre tifoide,
resultante da contaminacéo de alimentos e agua com esgoto (KADHIM, 2020).

Neste contexto em que as bactérias Salmonella spp. frequentemente contaminam o
ambiente e os alimentos e a sua evidente importancia nas doencas transmitidas por alimentos
em saude publica. A legislacdo brasileira ndo permite a ocorréncia de bactérias Salmonella spp.
em alimentos de origem animal como carne bovina, suina, aves e pescado (o resultado das
andlises deve ser expresso como auséncia em 25 g) e sua presencga nesses alimentos os torna
improprios para 0 consumo e pode representar um risco para a saude dos consumidores
(BRASIL, 2019). No codigo de prética para peixes e produtos de pesca, a Codex Alimentarius
orienta manter os peixes em baixas temperaturas, evitando a contaminacdo cruzada no pés-
processamento (WHO, 2020).
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1.6. BACTERIAS SALMONELLA SPP. E RESISTENCIA AOS
ANTIMICROBIANOS

Um dos avancos da medicina moderna foi o desenvolvimento de agentes
antimicrobianos, todavia, o progressivo desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana tem
reduzido a eficacia desses agentes (FAIR; TOR, 2014). A resisténcia antimicrobiana pode
agravar a doenca causada pelo microrganismo no individuo infectado, devido a uma variedade
de mecanismos, como o aumento da frequéncia, duracdo e severidade da infeccdo, no qual as
proprias bactérias comensais podem funcionar como um reservatorio de genes de resisténcia
que podem transferir a sua resisténcia as bactérias patogénicas (GASTALHO; SILVA,;
RAMOS, 2014).

Por varios anos a ampicilina, o cloranfenicol e o trimetoprim-sulfametoxazol foram
antimicrobianos de escolha para o tratamento de salmonelose, porém a resisténcia a esses
farmacos aumentou consideravelmente. Dessa forma, as opcbes recomendadas de tratamento
de casos severos de salmonelose humana passaram a incluir fluoroquinolonas (ciprofloxacino)
e cefalosporinas de espectro estendido (PARRY; THRELFALL, 2008). A resisténcia de
Salmonella spp. aos antimicrobianos teve um aumento de 17% na década de 1970 para 31% ao
final dos anos 1980 (BRASIL, 2011). E recentemente um potencial problema é o aumento
mundial de fenotipos multirresistentes entre os sorotipos de Salmonella, como S. Typhimurium
e S. Enteritidis, especialmente com resisténcia a quinolonas, fluoroguinolonas e cefalosporinas
(FERNANDES et al., 2018)

Diante desse cenario mundial, em 2015, a Organizacdo Mundial de Saude langou o
Plano de Agéo Global de Resisténcia a Antimicrobianos. O objetivo desse projeto foi garantir,
pelo maior tempo possivel, a continuidade do sucesso do tratamento de doengas infecciosas
com medicamentos eficazes, de qualidade e seguros, utilizados de forma responsavel e acessivel
(WHO, 2015). Com essa perspectiva, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
criou o Plano Nacional para a Prevencdo e o Controle da Resisténcia Microbiana nos Servicos
de Salde, que define estratégias nacionais para deteccao, prevencao e reducdo da Resisténcia
Microbiana nos servicos de satide (ANVISA, 2017) e o Plano de Acdo da Vigilancia Sanitéria
em Resisténcia aos Antimicrobianos, que norteia a atuacdo da Agéncia frente a esse urgente
desafio da saude publica (ANVISA, 2018).

Os antimicrobianos sdo amplamente usados na medicina humana e também na medicina
veterinaria (para usos terapéuticos e promocédo do crescimento de animais de criacdo) (XIE et

al., 2020). Uma das preocupaces de satde publica é que os residuos de antimicrobianos podem
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permanecer nos alimentos de origem animal (RIBEIRO; CORTEZI; GOMES, 2018). A
exposicdo a residuos de antimicrobianos pode levar ao aparecimento de resisténcia em ambas
as bactérias comensais do intestino humano e dos animais, 0 que ocasiona a possivel
disseminacéo de genes de resisténcia a varias populagdes bacterianas, além de causar alergias
dificeis de diagnosticar (FERNANDES et al., 2018; GASTALHO; SILVA; RAMOS, 2014).

Dentre as bactérias responsaveis por zoonoses e patogenicidade ao homem, temos as do
género Salmonella (LIMA et al., 2018). Neste contexto, & consenso gque 0 Uso extensivo e
irracional de antimicrobianos na medicina veterinria favoreceu o desenvolvimento de
resisténcia intrinseca ou adquirida das bactérias do género Salmonella e tal situacdo foi
agravada pela ampla utilizagdo por véarios anos de antimicrobianos em subdoses nas ragdes
animais, principalmente como melhoradores de desempenho (ANTUNES et al., 2016; FAIR;
TOR, 2014; HELKE et al., 2017; RIBEIRO; CORTEZI; GOMES, 2018).

A possibilidade de haver uma resisténcia aos antimicrobianos transferivel por meio dos
alimentos, fez com que o Brasil, através Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) e baseado nas recomendacGes das organizacGes internacionais de referéncia para ao
uso racional de antimicrobianos em animais, venha continuamente proibindo o uso de diversos
antimicrobianos com finalidade de aditivo melhorador de desempenho. Desta forma, foram
proibidas no Brasil, desde 1998 até 2016, as classes e/ou substancias antimicrobianas para uso
como aditivos melhoradores de desempenho: avoparcina (1998); cloranfenicol e nitrofuranos
(2003); anfenicadis, tetraciclinas, beta-lactamicos (penicilinas e cefalosporinas), quinolonas e
sulfonamidas sistémicas (2009); eritromicina e espiramicina (2012) e, mais recentemente, a
colistina (2016) (BRASIL, 2017). Neste sentido, continuamente o0 MAPA reavalia o0 uso de
substancias como aditivos melhoradores de desempenho e recentemente foi proibido o uso dos
antimicrobianos tilosina, lincomicina, e tiamulina, classificados como importantes na medicina
humana (BRASIL, 2020b).

No Brasil, existem relativamente poucos dados epidemioldgicos sobre perfil de
resisténcia antimicrobiana de cepas de Salmonella spp. isoladas de animais de criagcdo. Um
relatorio elaborado pela Anvisa (2012) conduzido em 14 estados brasileiros (incluindo o
Distrito Federal) relatou que 76,8% das cepas de Salmonella spp. isoladas de carcagas de frango
foram resistentes a um ou mais antimicrobianos. Os maiores percentuais de resisténcia
encontrados foram para os antimicrobianos: estreptomicina (89,3%), sulfonamidas (72,4%),
florfenicol (59,2%), ampicilina (44,8%) e &cido nalidixico (44,0%).

No estudo de Cohen et al. (2020), foi avaliado o perfil de susceptibilidade a

antimicrobianos de 188 cepas de Salmonella isoladas de frango em Israel e os resultados
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mostraram que 60% das cepas (113/188) foram multirresistentes, apresentando resisténcia a
trés ou mais compostos antimicrobianos de classes diferentes. Os maiores percentuais de
resisténcia encontrados foram para os antimicrobianos: acido nalidixico (65%), tetraciclina
(65%) e estreptomicina (48%).

Yang et al. (2015) avaliaram a prevaléncia de Salmonella spp. em 554 amostras de
diferentes pescados (incluindo peixes de dgua doce e peixes de &gua salgada) e frutos do mar
provenientes de mercados publicos na China e também determinaram o perfil de resisténcia
antimicrobiana das cepas de Salmonella spp. isoladas dessas amostras. Do total de 554 amostras
de pescados e frutos do mar, 86 amostras (15,5%) foram positivas para Salmonella spp.. Das
103 cepas de Salmonella spp. isoladas, 66% foram resistentes a pelo menos um antimicrobiano
e 34% foram multirresistentes (resistentes trés ou mais antimicrobianos). As cepas testadas
mostraram maior resisténcia aos antimicrobianos: tetraciclina (35,9%), ampicilina (28,2%),
acido nalidixico (26,2%), trimetoprim-sulfametoxazol (25,2%), cloranfenicol (20,4%) e
estreptomicina (18,4%).

E importante ressaltar que existem poucos estudos na literatura sobre prevaléncia de
Salmonella em tilapia cultivada e perfil de resisténcia antimicrobiana das cepas de Salmonella
spp. isoladas de tilapia, especialmente no Brasil. Em uma pesquisa realizada por Costa et al.
(2015), verificou-se a presenca de Salmonella spp. em filés de tilapias e de pecas inteiras do
mesmo peixe em pesque-pagues do interior do Estado de Sao Paulo. Para tal, foram obtidos 36
exemplares de tilapia, sendo que apos o abate e filetagem no préprio estabelecimento, os peixes
(n=18) e os filés (n=18) foram submetidos ao isolamento Salmonella spp. Foi verificada elevada
presenca de Salmonella spp. nas amostras de tilapia (58,34%), sendo que 10 amostras de peixe
inteiro e 11 amostras de filés estavam contaminadas, mostrando que provavelmente a dgua dos
tanques desses pesque-pagues estava contaminada com Salmonella spp. e que 0 processo de
filetagem ndo teve grande influéncia no processo de contaminagé&o.

As informacdes obtidas sobre resisténcia antimicrobiana sdo importantes para o
entendimento epidemioldgico e podem auxiliar no controle e prevencdo da disseminagédo de
microrganismos resistentes. Além disso, o conhecimento do perfil de resisténcia e identificacdo
dos genes de resisténcia de cepas isoladas de humanos e de animais podem guiar tratamentos
empiricos, diminuindo o periodo médio de tratamento e as complicacdes clinicas (COSTA;
SILVA JUNIOR, 2017; FRASER et al., 2006).
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1.7. MECANISMOS DE RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

Os antimicrobianos sdo medicamentos que atuam na inibicao do crescimento bacteriano
através da acdo bacteriostatica ou da morte de uma populacdo bacteriana, por uma acéo
bactericida. As interacfes dos antibacterianos com a célula bacteriana podem ocorrer no nivel
da parede celular (estrutura e biossintese), membrana citoplasmatica (estrutura e funcéo),
sintese de proteinas e sintese de acidos nucleicos (PANKEY; SABATH, 2004; TRABULSI;
ALTERTHUM, 2015).

Em geral, classificam-se como resistentes as bactérias que tem a capacidade de
multiplicar-se ou persistir na presenca de niveis terapéuticos de determinado agente
antimicrobiano e um dos fatores que aumentam essa resisténcia é a evolucao e disseminacéo de
genes de resisténcia em populacdes bacterianas (FAIR; TOR, 2014; MENDONCA, 2016).

A aquisicdo de resisténcia bacteriana é decorrente de uma alteracdo genética que se
expressa bioquimicamente e as alteracBes genéticas podem ter origem de mutacGes
cromossémicas, aquisicao de plasmideos de resisténcia ou por transposons (TORTORA et al.,
2017; TRABULSI; ALTERTHUM, 2015). Os plasmideos sdo moléculas circulares de dupla
fita de DNA que se replicam de forma independente do DNA cromossdmico, ja 0s transposons
sdo sequéncias moveis de DNA que se movimentam em diferentes posi¢des dentro do genoma
em uma Unica célula (SYKES, 2010).

Os mecanismos de resisténcia podem ser intrinsecos ou adquiridos por transmissdo de
material genético ou mutacdo. Esses mecanismos podem ser transferidos de forma vertical, por
heranca genética, ou horizontal pela aquisicdo de materiais genéticos exdgenos, presente em
outros microrganismos. A caracteristica intrinseca € um fendmeno natural de certas espécies
poderem resistir a acdo de um dado antibiotico como resultado de uma caracteristica estrutural
ou funcional, desenvolvida para sua sobrevivéncia (BAPTISTA, 2013; ROLAIN, 2013).

A transferéncia horizontal ocorre pela aquisicdo de material genético exdgeno, presente
em outro microrganismo, a qual pode acontecer por trés mecanismos: transformacéo,
transducdo ou conjugacdo (Figura 4). Na transformacao a bactéria recebe fragmentos de DNA
que podem vir como resultado da morte ou lise da bactéria doadora. Na transducdo, o
microrganismo recebe o material genético através de bacteriéfagos que funcionam como
vetores dessa porcdo de DNA. Ja na conjugacdo, o plasmideo é transferido entre as células
bacterianas através do contato direto (BAPTISTA, 2013; KENNETH; RAY, 2004).
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Figura 4. Mecanismos de transferéncia genética bacteriana. A: Transformac&o. B: Transdugéo
C: Conjugacéo

MORTE DA BACTERIA C: plasmideo
CELULA DOADORA 4
A: gene de DE PLASMIDEO

resisténcia

resisténcia

* 'BACTERIA RECEBENDO 0S
GENES DE RESISTENCIA

Fonte: Adaptado de ANVISA (2007)

As bactérias possuem mecanismos bioquimicos bem caracterizados pelos quais se
tornam resistentes a antibidticos. Dentre estes, destacam-se: blogueio da entrada do farmaco na
célula (alteracdo da permeabilidade), a alteracéo do sitio de acdo do farmaco, efluxo celular do
farmaco (bomba de efluxo) e o mecanismo enzimatico que altera a estrutura quimica do
antimicrobiano (ANVISA, 2007; CROFTS; GASPARRINI; DANTAS, 2017; TORTORA et
al., 2017). Os genes de resisténcia contidos em plasmideos, geralmente sdo responsaveis por
codificarem enzimas que inativam os farmacos ou reduzem a permeabilidade das células; ja os
genes de resisténcia precedentes de mutagfes cromossomais sdo descritos por envolverem a
alteracdo do local de acéo do farmaco (BAPTISTA, 2013; KENNETH; RAY, 2004).

1.7.1 Resisténcia aos antimicrobianos da classe dos p-lactamicos

Os antimicrobianos da classe dos p-lactamicos atuam na inibi¢do da sintese da parede
celular bacteriana. Esses farmacos tém uma estrutura central comum, contendo um anel B-
lactdmico, capaz de impedir a ligacdo cruzada entre peptideoglicanos, que ocorre externamente
a membrana citoplasmatica, interferindo na funcéo de varias enzimas que participam da sintese
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da parede celular. Esse mecanismo é baseado na unido dos farmacos p-lactamicos a receptores
especificos que se encontram na superficie interna da membrana celular bacteriana, chamados
de proteinas ligadoras de penicilina (PBPs) (ANVISA, 2007). Nessa classe de antimicrobianos
estdo incluidas as penicilinas, as cefalosporinas, 0s monobactamicos e os carbapenémicos, que
sdo diferenciados pelas cadeias laterais quimicas associadas aos seus nucleos (TORTORA et
al., 2017; TRABULSI; ALTERTHUM, 2015).

A resisténcia bacteriana a essa classe de antimicrobianos acontece principalmente
através da produgdo das B-lactamases, enzimas capazes de hidrolisar o anel B-lactamico dos
farmacos, transformando os em produtos inativos. Entre os genes codificadores de enzimas f3-
lactamases ja identificados nas bactérias sdo descritos os genes bla: TEM, SHV, PSE, OXA,
PER, CTX-M, CMY, ACC e DHA ou KPC (MENDONCGCA, 2016; MICHAEL et al., 2006).
Dentre as enzimas, destacam-se as beta-lactamases de espectro estendido (ESBL), enzimas
produzidas por certas bactérias que sdo capazes de hidrolisar as cefalosporinas de espetro
estendido, como ceftazidima, ceftriaxona, cefotaxima e oximinomonobactamio. As enzimas
com caracteristicas ESBL sdo frequentemente codificadas por grandes plasmideos ou
elementos maveis que carregam multiplos determinantes da resisténcia e podem-se destacar as
familias TEM, SHV, OXA e as CTX-M, sendo o grupo de enzimas do tipo CTX-M uma das
mais predominantes desse conjunto de enzimas (ANVISA, 2007; GHAFOURIAN et al., 2015).

Outros mecanismos de resisténcia consistem em alteraces na afinidade das proteinas
ligadoras de penicilina ao antimicrobiano (MARCH, 2013), e também na diminuicdo da
permeabilidade bacteriana ao antimicrobiano impedindo que drogas antibacterianas tenham
acesso a sitios alvos no interior da célula, através de mutaces e modificagcbes nas porinas
(CROFTS; GASPARRINI; DANTAS, 2017).

A alteracdo de PBPs é o principal mecanismo de resisténcia bacteriana aos B-lactdmicos
nas bactérias cocos Gram-positivas (ANVISA, 2007), inclusive a resisténcia de pneumococos
a penicilina deve-se a esse mecanismo, decorrente de alteracbes cromossomicas da bactéria
(MARCH, 2013). Contudo, a producdo de enzimas p-lactamases € considerada o principal
mecanismo de resisténcia contra agentes B-lactdmicos entre as bactérias Gram-negativas,
especialmente as enterobactérias (CROFTS; GASPARRINI; DANTAS, 2017; GHAFOURIAN
etal., 2015).
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1.7.2 Resisténcia aos antimicrobianos da classe das tetraciclinas

As tetraciclinas sdo agentes antimicrobianos com amplo espectro de agdo que se estende
a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, microrganismos anaerobicos, micobactérias
(como Mycobacterium marinum e Mycobacterium leprae) e protozoarios (como Entamoeba
histolytica, Balantidium coli, Giardia lamblia e Toxoplasma gondii) (GROSSMAN, 2016;
JARA, 2010; PEREIRA-MAIA et al., 2010). O mecanismo de acdo da tetraciclina consiste na
ligacdo a um sitio na subunidade 30S do ribossomo bacteriano impedindo a ligacdo do
aminoacil-t-RNA no sitio A do ribossomo, a adi¢do de aminoacidos e, consequentemente, a
sintese proteica (PEREIRA-MAIA et al., 2010).

A resisténcia as tetraciclinas tem sido um problema de satde publica que limita seu uso
no tratamento de infec¢cdes bacterianas em humanos. Existem trés mecanismos de resisténcia
as tetraciclinas descritos: o efluxo do medicamento, a protecdo ribossomal e a inativacdo
enzimatica de drogas tetraciclinas, sendo os dois primeiros mecanismos 0s mais descritos na
literatura (GROSSMAN, 2016).

As proteinas de efluxo sdo comumente encontradas em bactérias Gram-negativas e estas
proteinas de membrana (Tet) diminuem a concentracao intracelular do antimicrobiano dentro
das células bacterianas. Esta acdo € dependente de energia e acontece pela troca de um préton
por um complexo cétion tetraciclina em um ambiente contra o gradiente de concentracdo
(JARA, 2010; PEREIRA-MAIA et al., 2010). Enquanto na protecao ribossomal, a resisténcia
é mediada por proteinas citoplasmaticas que protegem o ribossomo da a¢édo das tetraciclinas,
sendo as proteinas Tet (O) e Tet (M) as mais estudadas (JARA, 2010).

De acordo com Roberts (2005) existem 38 genes de resisténcia as tetraciclinas descritos
(genes tet e otr), que incluem 23 genes que codificam proteinas de efluxo dependentes de
energia, 11 genes que codificam proteinas de protecdo ribossomal, 3 genes que codificam
enzimas inativadoras de drogas e 1 gene com um mecanismo de resisténcia desconhecido.
Todos os genes tet codificam proteinas associadas a membrana que exportam o antimicrobiano
para fora da célula. Os genes tet tém sido encontrados em Salmonella e as proteinas codificadas
por esses genes podem exportar tetraciclina, oxitetraciclina, clortetraciclina e doxiciclina, e em
contraste com as proteinas tetA, tetC, tetD e tetG, a proteina tetB mostrou ser também capaz de
exportar minociclina (MICHAEL et al., 2006).
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1.7.3 Resisténcia aos antimicrobianos da classe das sulfonamidas

As sulfonamidas tém sido amplamente usadas na medicina humana e veterinaria. No
grupo das Sulfonamidas as seis drogas principais sao: sulfanilamida, sulfisoxazol,
sulfacetamida, acido para-aminobenzdico, sulfadiazina e sulfametoxazol, sendo as duas Gltimas
de maior importéncia clinica (ANVISA, 2007).

As sulfonamidas exibem um amplo espectro de acdo contra a maioria das bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas. Atuam inibindo a proliferacdo das bactérias, através da
inibicdo competitiva da di-hidropteroato sintase (DHPS). No ciclo do metabolismo do &cido
félico, a enzima DHPS catalisa a condensacdo do &cido p-aminobenzdico (PABA) e 7,8-di-
hidro-6-hidroximetilpterina-pirofosfato (DHPPP), que formam o acido di-hidropteroico, o
penultimo passo na formacao de acido di-hidrofdlico. A sintese do acido félico ou vitamina B9
é essencial para a construcdo do DNA e RNA nas bactérias (SKOLD, 2000; TENOVER, 2006;
TORTORA et al., 2017).

A resisténcia as sulfonamidas é conferida por mutaces no gene DHPS ou a partir da
aquisicdo de um gene DHPS alternativo (BYRNE-BAILEY et al., 2009). Neste contexto,
existem trés diferentes genes de resisténcia as sulfonamidas que podem ser adquiridos, 0s genes
sull, sul2 e sul3, e a resisténcia a esta droga ocorre pela codificagdo do gene em isoformas da
enzima-alvo do farmaco na sintese do acido folico, as quais apresentam baixa afinidade as
sulfonamidas (ANTUNES et al., 2005).

Esses genes de resisténcia as sulfonamidas sdo frequentemente encontrados em
bactérias Gram-negativas e diversas espécies bacterianas abrigam esses genes, incluindo a
Salmonella (BYRNE-BAILEY et al., 2009). Esses genes séo localizados em transposons ou em
plasmideos transferiveis, que podem passar para uma ampla gama de hospedeiros,

caracterizados pela multipla resisténcia antimicrobiana (ANVISA, 2007).
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1.7.4 Resisténcia aos antimicrobianos da classe dos fenicois

O cloranfenicol é um antibacteriano de largo espectro de ac¢do, sendo efetivo tanto para
bactérias Gram-positivas como Gram-negativas. Seu mecanismo de acdo baseia-se na ligacao
reversivel a subunidade 50S do ribossomo bacteriano, inibindo a peptidil transferase, enzima
que atua na producdo de proteinas bacterianas (LEONIDIO et al., 2015; TRABULSI;
ALTERTHUM, 2015).

O cloranfenicol € uma das principais drogas utilizadas para o tratamento das infec¢fes
causadas por Salmonella e foi considerada como droga de primeira escolha para o tratamento
da febre tifoide durante um longo periodo, o que levou a selecdo de cepas cloranfenicol-
resistentes (TRABULSI; ALTERTHUM, 2015). O tianfenicol e florfenicol sdo analogos do
cloranfenicol, possuem eficacia semelhante e se diferenciam por ndo induzir aplasia medular.
No Brasil, 0 uso do cloranfenicol em animais de producéo é proibido, enquanto que o florfenicol
é utilizado para o tratamento de enfermidades infecciosas do trato respiratdrio e digestivo de
suinos e bovinos (LEONIDIO et al., 2015), como também no tratamento de enfermidades na
piscicultura (SILVA et al., 2018).

Neste sentido, a resisténcia a essa classe de antibioticos em Salmonella é conferida por
dois tipos diferentes de mecanismos: através da enzima cloranfenicol acetiltransferase (CAT)
do tipo A ou B que inativa as moléculas de cloranfenicol, codificadas pelo grupo dos genes cat
e através do mecanismo de efluxo ativo, conferido pelos genes cmlA e floR (MICHAEL et al.,
2006). As enzimas CAT acetilam o cloranfenicol, fazendo com que ele perca a afinidade pelo
seu alvo. Enquanto os sistemas de efluxo em bactérias protegem as células dos antimicrobianos
por transportar ativamente os compostos para fora do citoplasma e limitar assim o seu acimulo
em seu local de acdo. Com isso a proteina Cml, codificada pelo gene cmlA, é responsavel pelo
transporte de Cloranfenicol para fora da célula e a proteina Flo, codificada pelo gene floR, é
capaz de mobilizar tanto o cloranfenicol como o florfenicol (MENDONCA, 2016; TORTORA
etal. 2017).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GERAIS

Os objetivos deste estudo foram verificar a ocorréncia de Salmonella spp. em amostras
de filé de til&pia fresca comercializadas nos supermercados no Distrito Federal e avaliar o perfil

de resisténcia antimicrobiana das cepas Salmonella spp. isoladas dessas amostras de tilapia.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a pesquisa de Salmonella spp. em amostras de filé de tilapia fresca através das
analises microbioldgicas

e Realizar a confirmagdo molecular das cepas de Salmonella spp. isoladas das amostras
de tilapia através da deteccdo do gene InvA

e Determinar o perfil de susceptibilidade antimicrobiana das cepas de Salmonella spp.
através da técnica de disco-difusdo (método Kirby-Bauer)

e Pesquisar a presenca dos genes de resisténcia antimicrobiana blaCTX, tetB, sul2 e floR
nas cepas Salmonella spp.
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3. METODOLOGIA

3.1. COLETA, PREPARO DAS AMOSTRAS E ANALISES MICROBIOLOGICAS

Foram coletadas 101 amostras de peixe fresco (filé de tildpia) em onze diferentes
supermercados do Distrito Federal no periodo de um ano, entre mar¢o de 2019 e marco de 2020,
nas regides do Guara, Sudoeste, Gama, Taguatinga, Aguas Claras e Ceilandia. Todas as
amostras estavam expostas ao consumo em balcdes refrigerados dos estabelecimentos,
embaladas em bandejas de isopor. As amostras foram conduzidas ao Laboratério de Controle
de Qualidade da Faculdade de Ceilandia (UNB/FCE), transportadas em caixa de gelo, e foram
analisadas imediatamente na chegada ao laboratorio.

A metodologia utilizada para pesquisa e isolamento de Salmonella spp. foi adaptada do
Manual Técnico de Diagndstico Laboratorial de Salmonella spp. (BRASIL, 2011). Em trés
repeticBes, 25 g de cada amostra foram diluidas assepticamente com 225 mL de agua de
peptonada 0,1% (p/v), como forma de pré-enriquecimento. Apds 18-24 h de incubacdo em
estufa a 37°C, aliquotas desse caldo de enriquecimento foram transferidas para o caldo seletivo
tetrationato com iodo e/ou caldo selenito cistina e incubadas a 37°C por 24 h. Esses meios
funcionam como enriquecimento seletivo, contribuindo para a multiplicacdo das bactérias
Salmonella e restringindo o crescimento da microbiota acompanhante. Apds a incubacéo,
aliquotas foram transferidas para os meios Agar Salmonella Shigella (Agar SS) e/ou Agar
Xilose Lisina Desoxicolato (Agar XLD). As colbnias ndo fermentadoras de lactose (com ou
sem pigmento preto) foram transferidas do Agar SS e/ou Agar XLD para o meio de cultivo
Agar Trés Acucares e Ferro (Agar TSI). Esse meio bioquimico tem como base a fermentacéo e
producdo de gés a partir do uso dos carboidratos: glicose, lactose e sacarose e também se o
microrganismo em estudo for capaz de produzir sulfeto de hidrogénio (H2S), este se conjuga
com um composto de ferro existente no meio, indicado pela cor negra na base da porcao central
do tubo, uma reacdo caracteristica de enterobactérias como a Salmonella (BRASIL, 2011).

Os tubos de Agar TSI que apresentaram reacdes tipicas de Salmonella spp. foram
repicados nos meios bioquimicos Agar Lisina-Ferro (Agar LIA) e Agar Fenilalanina (Agar FA)
e incubados na estufa bacteriologica a 37°C entre 18-24 h. A presuncédo de Salmonella spp. no
Agar LIA é visualizada pela descarboxilacdo da lisina, evidenciada pela coloracdo plrpura e
producdo de H2S (cor negra na base da porcdo central do tubo). O teste da fenilalanina é baseado
na deteccdo de &cido fenilpiravico, que uma vez liberado no meio, sua presenca (cor

esverdeada) € visualizada pela adicdo de uma solucdo de cloreto férrico a 10%. Entre os
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membros da familia Enterobacteriaceae, somente espécies dos géneros Proteus, Morganella e
Providencia possuem a enzima desaminase, necessaria para a conversdo da fenilalanina no
cetoacido, acido fenilpiravico (BRASIL, 2011). Portanto, os tubos que apresentaram reacdes
tipicas de Salmonella spp. no Agar LIA e ndo apresentarem a cor verde indicativa no Agar FA,
foram novamente repicadas para os meios Agar SS e/ou Agar XLD e levados para a estufa a
37°C por 24 h. As colonias puras isoladas do Agar SS e/ou Agar XLD foram utilizadas para a
sequente avaliacdo do perfil de susceptibilidade a antimicrobianos e extracdo de DNA. Todas
as analises foram realizadas em trés repeticOes, ou seja, trés aliquotas de 25 g de cada bandeja

de filé de tilapia foram analisadas.

3.2. PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS DAS BACTERIAS
SALMONELLA SPP. ISOLADAS

A susceptibilidade das cepas de Salmonella spp. aos antimicrobianos foi avaliada pela
técnica de disco-difusdo (método Kirby-Bauer), utilizando protocolo recomendado pelo
Brasilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST) (BRCAST, 2019). Foram
testados nove antimicrobianos: amoxacilina com &cido clavulanico (20 + 10 ug) (B-
lactamico/penicilina), ceftazidima (30 pg) (B-lactamico/cefalosporina), cefotaxima (30 ug) (B-
lactamico/cefalosporina), gentamicina (10 pg) (aminoglicosideo), cloranfenicol (30 pg)
(fenicol), imipenem (10 ng) (B-lactimico/carbapenem), tetraciclina (30 pg) (tetraciclina),
ciprofloxacino (5 ug) (quinolona) e sulfonamida (300 pg) (sulfonamida) (Newprov®).

As coldnias isoladas foram selecionadas e transferidas para um tubo contendo 4-5 mL
de Caldo Luria Bertani (caldo LB). A turbidez da cultura foi ajustada através do uso de
espectrofotdmetro (Shimadzu®), utilizando um limite de leitura entre 0,08 e 0,10 no
comprimento de onda de 625 nm, de modo a obter uma turbidez 6ptica comparavel a da solugado
padrdo de McFarland a 0,5. Em placa de petri contendo Agar Mueller-Hinton, o in6culo foi
colocado uniformemente, de modo a cobrir homogeneamente toda a superficie da placa. Os
discos contendo antimicrobianos foram aplicados no meio inoculado com o auxilio de uma
pinga estéril, e pressionados, levemente, sob a superficie do meio. As placas foram invertidas e
colocadas numa estufa a 37°C (até 15 minutos ap0s a aplicacdo dos discos) e incubadas por 18-
24 h. Apds incubacdo, foi realizada a leituras dos antibiogramas por medida dos diametros dos
halos de inibicéo e as cepas foram classificadas como sensivel, intermediario ou resistente de
acordo com as recomendacdes do Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) (CLSI,
2020).
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3.3. EXTRACAO DE DNA BACTERIANO PARA AS ANALISES MOLECULARES

Antes de iniciar a extragdo de DNA bacteriano foi feito o preparo das amostras, que
consistiu em cultivar por 16-24 h as colonias das bactérias isoladas suspeitas de serem
Salmonella spp. em caldo LB. A extracdo de DNA bacteriano foi realizada utilizando o kit
Purelink Genomic DNA®, seguindo o protocolo para extracdo de bactérias Gram-negativas.
Centrifugaram-se as amostras por 5 minutos na velocidade de 3500 rpm e descartou-se 0
sobrenadante. Foram adicionados 180 puL do Genomic Digeston Buffer e 20 uL da Proteinase
K. Apos isso, 0s tubos foram homogeneizados sob agitacdo e colocados em banho-maria a 55°C
por 3-4 h.

Em seguida, foram adicionados 20 uL. do RNAse e homogeneizou-se e apds as amostras
ficarem em temperatura ambiente por 3 minutos, foram adicionados 200 uL do tampao
Genomic Lysis/Binding e 200 pL de Etanol 96-100%, homogeneizou-se e deixou em repouso
por 5 segundos (esta etapa é importante para a lise das paredes e das membranas celulares, com
liberacdo do conteudo intracelular).

As amostras de DNA foram passadas para uma coluna de separacdo com tubo coletor,
no qual foram centrifugadas por 1 minuto na velocidade de 3500 rpm. O liquido do tubo coletor
foi descartado e adicionou-se 500 pL do tampdo Wash Buffer 1 a coluna com tubo coletor, que
em seguida foi centrifugado por 1 minuto na velocidade de 3500 rpm. O liquido do tubo coletor
foi descartado e 0 mesmo procedimento foi realizado adicionando 500 pL do tamp&o Wash
Buffer 2.

Ap0s isto, o filtro foi colocado em um tubo eppendorf e foram adicionados 100 puL do
tampé&o Elution Buffer (este tamp&o promove a eluicdo do DNA) e centrifugou-se as amostras
de DNA por 2 minutos na velocidade de 3500 rpm. Entdo descartou-se o filtro e as amostras
contidas no tubo eppendorf foram armazenadas em freezer a -20°C. A qualidade e a quantidade
de DNA extraido foram determinadas pela quantificagdo no equipamento NanoDrop One
(ThermoFisher®) e por eletroforese em gel de agarose.

3.4. ANALISES MOLECULARES: AMPLIFICACAO E VISUALIZACAO DO MATERIAL
GENETICO

Para a identificacdo de Salmonella spp. foi utilizado o gene invA e para anélise
molecular dos genes de resisténcia antimicrobiana das cepas identificadas como Salmonella

foram pesquisados os genes blaCTX, tetB, sul2 e floR. As analises moleculares foram realizadas
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a partir da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), que amplifica varias cOpias da regido
gendmica selecionada. As sequéncias de oligonucleotideos e condi¢des de termociclagem estdo
descritas na Tabela 1.

Nas analises dos genes invA, sul2, blaCTX para cada reacdo foram usadas quantidades
padronizadas dos reagentes tampdo 10X Taq Pol, (Ludwig Biotecnologia LTDA, Brasil);
MgCI2 (50 mM, Ludwig Biotecnologia LTDA, Brasil); dNTPs (2,5mM; Ludwig Biotecnologia
LTDA, Brasil); Tag-Polimerase (5U/ulL, Ludwig Biotecnologia LTDA, Brasil) e
oligonucleotideo foward e reverse (Invitrogen Life Technologies, EUA, 10 pmol/uL), estas
quantidades estdo descritas na tabela 2. Foram utilizados 4,0 uL de DNA gendmico na
concentragdo de 2,5 ng/uLL mais a quantidade dos reagentes, em todas as reacées completando

com agua ultrapura para um volume final de 25 L.

Tabela 1. Quantidade dos reagentes utilizados na identificagdo dos genes invA, blaCTX, tetB,

sul2 e floR
Gene DNA Tampao MgCI2 dNTPs Tag- Oligonucleotideo
(2,5 ng/pL) 10X Taq (50 mM) (2,5mM) Polimerase foward e reverse
Pol (5U/uL) (10 pmol/uL)
invA
0,5 puL
TblaCTX 1,2 uL 2ulL 0,4 uL
tetB 0,4 uL 1,5 uL 0,2 uL 0,6 uL
4,0 uL 2,5 uL . . : :
sul2 1,2 uL 2L 0,4 uL 0,5 uL
floR 0,9 uL 2 uL 0,4 pL. 1 uL

As condicbes de teremociclagem estdo descritas na Tabela 1 e a amplificacdo de
fragmentos de genes foi realizada utilizando os termocicladores Life Express Thermal Cycler
modelo TC-96/G/H(b), Swift MiniPro Thermal Cycler modelo SWT-MIP-0-2-1 e Life Touch
Thermal Cycler modelo TC~96/G/H(b)B.
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Tabela 2. Sequéncia dos primers, tamanho dos produtos amplificados e condigdes de

termociclagem na PCR para identificagdo dos genes invA, blaCTX, tetB, sul2 e floR

Gene

Oligos Forward (5'—3") e
Reverse (5'—3')

Tamanho

Condicbes de
termociclagem

Referéncia

invA

CATTGGTGATGGTCTTGTCG

CTCGCCTTTGCTGGTTTTAG

298 pb

95°C por 2 min, 35 ciclos
de desnaturagdo 95°C por
1 min, de anelamento
60°C por 1 minuto e
72°C por 1 min para a
extenséo final

(Aradjo, 2015)

blaCTX

CGATGTGCAGTACCAGTAA

AGTGACCAGAATCAGCGG

585 pb

94 °C por 5 min, 30
ciclos de desnaturagdo 94
°C por 30 s, anelamento
55 °C por 30 s, extensédo
72°Cpor50se72°C
por 7 min para extensdo
final

(Lietal., 2013)

tetB

TTGGTTAGGGGCAAGTTTTG

GTAATGGGCCAATAACACCG

659 pb

94 °C por 5 min, 34
ciclos de desnaturagéo 94
°C por 25 s, anelamento
55 °C por 30 s, extensdo
72°Cpor50se72°C
por 5 minutos para
extensdo final

(Zishiri,
Mkhize e
Mukaratirwa,
2016)

sul2

GCGCTCAAGGCAGATGGCATT

GCGTTTGATACCGGCACCCGT

285 pb

95 °C por 10 min; 35
ciclos de 94 °C por 45
segundos, 55-70 °C por
50 segundos, 72 °C por
50se 72 °C por 10
minutos para extensdo
final

(Zhu et al.,
2017)

floR

CACGTTGAGCCTCTATAT

ATGCAGAAGTAGAACGCG

868 pb

94 °C por 5 min, 30
ciclos de desnaturagdo 94
°C por 30 s, anelamento
por 30 s, extensdo 72 °C
por 1 min e extensdo de
72°C for 5 min para
extensdo final

(Thai et al.,
2012)

Apos a realizacdo desses procedimentos, os produtos da PCR foram submetidos a

eletroforese em gel de agarose 3% contendo brometo de etideo em uma poténcia de 80W e

visualizados sob iluminagéo ultravioleta com a utilizagdo do marcador de massa molecular de
100 pb DNAI/Hindlll (JENA®).
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4. RESULTADOS

No presente estudo, 101 amostras de filé de tilapia fresca foram analisadas para a
deteccdo de Salmonella spp., e 46 amostras apresentaram a bactéria Salmonella spp.
confirmada pela deteccdo do gene de viruléncia invA na analise molecular. Portanto, 45,5%
das amostras pesquisadas (Gréafico 2) estavam improprias para o consumo de acordo com a
legislacdo brasileira, que determina a auséncia de Salmonella spp. no pescado (BRASIL, 2019).

Grafico 2. Ocorréncia de Salmonella spp. nas amostras de filé de tilapia, confirmada pela

deteccdo do gene de viruléncia InvA

Confirmadas

45,5%

Descartadas
54,5%

Das 46 amostras de filé de tilapia positivas, foram isoladas 57 cepas de Salmonella spp.
e o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos dessas bactérias esta apresentado na Tabela
2. A classificacdo das cepas como sensivel, intermedidrio e resistente foi determinada conforme

CLSI (2020), através do didmetro em mm do halo medido no antibiograma.
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Tabela 3. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das bactérias Salmonella spp. isoladas
das amostras de filé de til&pia fresca

Antimicrobianos S | R
n (%) n (%o) n (%)
Amoxacilina* 7 (12,3%) 0,0% 50 (87,7%)

Sulfonamida 16 (28,1%) 8 (14,0%) 33 (57,9%)
Gentamicina 47 (82,5%) 10 (17,5%) 0,0%
Tetraciclina 7 (12,3%) 3(5,3%) 47 (82,5%)
Cloranfenicol 35(61,4%)  7(12,3%) 15 (26,3%)
Ciprofloxacina 54 (94,7%) 2 (3,5%) 1(1,8%)
Imipenem 37 (64,9%) 19 (33,3%) 1 (1,8%)
Ceftazidima 36 (63,2%) 19 (33,3%) 2 (3,5%)
Cefotaxima 51 (89,5%) 4 (7,0%) 2 (3,5%)

* amoxicilina/acido clavulanico; S = sensivel; | = intermediario; R = resistente; n = nimero de cepas; % =

porcentagem em relagdo as 57 cepas analisas

Observou-se que as cepas de Salmonella spp. foram mais sensiveis aos antimicrobianos
ciprofloxacina (94,7%, 54/57) e cefotaxima (89,5%, 51/57). O imipenem e a ceftazidima
apresentaram o maior numero de cepas intermediarias (33,3%) e foram observadas altas taxas
de resisténcia aos seguintes medicamentos: amoxicilina/acido clavulanico (87,7%, 50/57),
tetraciclina (82,5%, 47/57), sulfonamida (57,9%, 33/57) e cloranfenicol (26,3%, 15/57), sendo
a gentamicina o Unico antimicrobiano que ndo apresentou resisténcia as cepas estudadas
(Grafico 3).
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Gréfico 3. Porcentagem de resisténcia antimicrobiana das cepas de Salmonella spp. isoladas de

tilapia fresca
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A Tabela 3 apresenta a resisténcia antimicrobiana e a resisténcia a multiplas drogas das
cepas de Salmonella spp. isoladas das amostras de tilapia fresca. Neste contexto, apenas 5,3%
(3/57) dos isolados foram sensiveis a todos os antimicrobianos testados, 38,6% (22/57) dos
isolados foram resistentes a um ou dois antimicrobianos testados e a multirresisténcia foi
observada em 56,1% (32/57) dos isolados. O perfil de multirresisténcia a trés antimicrobianos
foi encontrado em 33,3% (19/57) dos isolados, seguido da multirresisténcia a quatro
antimicrobianos em 19,3% (11/57) dos isolados.



46

Tabela 4. Resisténcia antimicrobiana e resisténcia a multiplas drogas (MDR) dos isolados de
Salmonella spp.

N° de antimicrobianos NUmero e porcentagem de isolados
resistentes N (%)
0 3 5,3
1 5 8,8
2 17 29,8
3 19 33,3
4 11 19,3
5 2 3,5
Total 57 100
MDR (soma de 3, 4 e 5) 32 56,1

% = porcentagem em relagdo ao total de cepas; MDR = Resisténcia a multiplas drogas

Os perfis de resisténcia antimicrobiana das bactérias Salmonella spp. isoladas das
amostras de tilapia fresca estdo apresentados na Tabela 4. No total, foram encontrados 12 perfis
de resisténcia antimicrobiana e o perfil mais encontrado foi SUL, AMC e TET (24,6%, 14/57),
seguido por SUL, AMC, TET e CLO (17,5%, 10/57) e AMC e TET (21,1%, 12/57).
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Tabela 5. Perfil de resisténcia antimicrobiana das bactérias Salmonella spp. isoladas das
amostras de filé de til&pia fresca

Perfis Resisténcia Antimicrobiana NuUmero de cepas %
1 CAZ AMC CTX TET CLO 1 1,8
2 SUL CAZ AMC CTX TET 1 1,8
3 SUL AMC TET CLO 10 17,5
4 SUL IMP AMC TET 1 1,8
5 AMC TET CLO 4 7,0
6 SUL AMC TET 14 24.6
7 SUL CIP AMC 1 1,8
8 AMC TET 12 21,1
9 SUL AMC 2 3,5
10 SUL TET 3 53
11 AMC 4 7,0
12 SUL 1 1,8

AMC: amoxicilina/acido clavulanico, CAZ: ceftazidima, CTX: cefotaxima, IMP: imipenem, SUL.: sulfonamida,
GEN: gentamicina, TET: tetraciclina, CLO: cloranfenicol, CIP: ciprofloxacino; % = porcentagem em relacéo ao

total de cepas

Pesquisou-se nas bactérias Salmonella spp. alguns genes de resisténcia que estdo
relacionados aos farmacos que apresentaram maior resisténcia antimicrobiana no antibiograma:
amoxicilina/acido clavulanico (gene blaCTX), tetraciclina (gene tetB), sulfonamida (gene sul2)
e cloranfenicol (gene floR). Esses genes de resisténcia antimicrobiana foram pesquisados em
todos os 57 isolados de Salmonella, ou seja, nas cepas que foram classificadas como resistentes,
sensiveis ou intermediarias aos respectivos antimicrobianos (Tabela 5). O gene blaCTX foi
identificado em 64,9% dos isolados (37/57), o0 gene tetB em 54,4% (31/57), 0 gene sul2 em
49,1% (28/57) e o gene floR em 50,9% (29/57).
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Tabela 6. Presenca dos genes de resisténcia antimicrobiana nos 57 isolados de Salmonella spp.

Perfil de resisténcia antimicrobiana

Genes de R S I Total

resisténcia n (%) n (%) n (%) n (%)

blacrx  33(57.9)% 1(1.8)® 3(7.0)¢ 37(64.9)
tetB 27 (474)  2(3.5) 2(35)  31(54.4)
sul2 19 (33.3)  6(10.5) 3(5.3)  28(49.1)

FloR 11(19.3) 14(246) 4(7.0) 29 (50.9)

S = sensivel; | = intermediario; R = resistente; n = nimero de cepas; % = porcentagem em relag8o ao total de
cepas.

a: Contagem de cepas em relagdo a resisténcia apresentada a pelo menos um dos B-lactamicos testados;

b: Contagem de cepas sensiveis aos 4 B-lactdmicos testados;

c: Contagem de cepas que ndo apresentaram resisténcia a nenhum dos 4 b-lactamicos testados, e pelo menos uma

delas apresentou sensibilidade intermediéria.

O Grafico 4 mostra a relacdo entre a presenca dos genes de resisténcia e o perfil de
susceptibilidade antimicrobiana das cepas de Salmonella spp. Entre os antimicrobianos f-
lactdmicos pesquisados, a amoxicilina/acido clavulanico foi o0 medicamento que apresentou o
maior numero de cepas resistentes com o gene blaCTX em seu material genético (66%, 33/50).
Dessas cepas resistentes no antibiograma aos p-lactamicos, 34% (17/50) ndo apresentaram o
gene blaCTX. O gene blaCTX também foi encontrado em cepas que apresentaram no
antibiograma o perfil intermediario aos antimicrobianos imipenem (1/57) e ceftazidima (2/57).

A partir das 47 cepas de Salmonella spp. resistentes a tetraciclina no antibiograma,
54,4% (27/47) das cepas apresentaram o gene tetB em seu material genético e 42,6% (21/47)
ndo apresentaram o respectivo gene. Em relacdo as 33 cepas resistentes a sulfonamida no
antibiograma, 57,6% (19/33) das cepas apresentaram o gene sul2 e 42,4% (14/33) das cepas
ndo apresentaram o0 respectivo gene. E entre as 16 cepas sensiveis a sulfonamida no
antibiograma, o gene sul2 estava presente em 37,5% (6/16) dos isolados de Salmonella spp.

Quanto ao gene de resisténcia floR, 73,3% (11/15) das cepas que apresentaram
resisténcia ao cloranfenicol no antibiograma tiveram a presenca desse gene em seu material

genético e 22,2% (4/18) das cepas resistentes ndo apresentaram o gene floR. Vale destacar que



49

entre os 35 isolados de Salmonella spp. sensiveis ao cloranfenicol no antibiograma, uma

porcentagem consideravel de 40% (14/35) das cepas apresentou o gene floR.

Grafico 4. Relacdo entre a presenca dos genes de resisténcia e o perfil de susceptibilidade

antimicrobiana das cepas de Salmonella spp.
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Cepas R + gene = niimero de cepas resistentes no antibiograma que apresentaram o gene de resisténcia;
Cepas R — gene = nimero de cepas resistentes no antibiograma que ndo apresentaram o gene de resisténcia;

Cepas S + gene = numero de cepas sensiveis no antibiograma que apresentaram o gene de resisténcia

A Tabela 5 mostra os varios perfis de genes de resisténcia encontrados nos isolados de
Salmonella spp. Observa-se que todas as 57 cepas de Salmonella spp. neste estudo (incluindo
aquelas susceptiveis a todos os antimicrobianos) apresentaram pelo menos um gene de
resisténcia em seu genoma. Os isolados de Salmonella spp. mostraram um total de 15 perfis de
resisténcia de gendtipos distintos, indicando consideravel diversidade de genes de resisténcia.
A combinagéo dos genes blaCTX e floR foi a mais encontrada, sendo detectada em 12,3% (7/57)
das cepas, enquanto 10,5% (6/57) das cepas de Salmonella a spp. apresentaram apenas o0 gene
blaCTX e os quatro genes pesquisados blaCTX, tetB, sul2 e floR foram encontrados juntos em
8,8% (5/57) das cepas.
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Tabela 7. Perfis de genes de resisténcia nas cepas de Salmonella spp. isoladas das amostras de

file tilapia fresca

Perfis Genes de resisténcia Numero de cepas %
1 blaCTX, tetB, sul2, floR 5 8,8
2 blaCTX, sul2, floR 5 8,8
3 blaCTX, tetB, floR 4 7,0
4 blaCTX, tetB, sul2 2 3,5
5 tetB, sul2, floR 4 7,0
6 blaCTX, floR 7 12,3
7 blaCTX, sul2 3 5,3
8 blaCTX, tetB 5 8,8
9 tetB, floR 1 1,8
10 tetB, sul2 5 8,8
11 sul2, floR 1 1,8
12 blaCTX 6 10,5
13 Tetb 4 7,0
14 sul2 3 5,3
15 floR 2 3,5

Total 57 100

% = porcentagem em relacéo ao total de cepas
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5. DISCUSSAO

No presente estudo, a presenca de Salmonella spp. foi confirmada em 45,5% das
amostras de filés de tilapia comercializadas no Distrito Federal, ou seja, do total de 101
amostras analisadas, 46 amostras estavam improprias para 0 consumo considerando que a
legislagdo brasileira vigente determina a auséncia de Salmonella spp. no pescado (BRASIL,
2019). Resultados semelhantes a esse estudo foram reportados por Budiati et al. (2013), onde
o0s autores verificaram a presenca de Salmonella spp. em 43,8% (14/32) das tilapias obtidas de
mercados na Malasia, enquanto Awuor et al. (2011), encontraram Salmonella spp. em 31,7%
das amostras de tilapias do Nilo coletadas no oeste do Quénia.

Recentemente, o estudo realizado por Lerma-Fierro et al. (2020), com amostras frescas
de tilapia do Nilo comercializadas na forma de filé em peixarias no México, relatou que 33,3%
das amostras estavam contaminadas com Salmonella spp. Os pesquisadores sugeriram como
medidas para diminuir a contaminacdo dos filés de tilapia, o fortalecimento das préaticas
higiénicas, além de fiscalizagdo do manuseio e comercializagdo do pescado.

No Brasil, poucos sdo os registros de pesquisa sobre a presenca de Salmonella spp. em
tilapia frescas. O estudo realizado por Bartolomeu et al. (2011) investigou a presenca de
Salmonella spp. nas etapas do processamento do filé de tilapia. Verificou-se a presenca de
Salmonella spp. em uma amostra de filé apos a retirada da pele (etapa 3) e em trés amostras de
filé apoOs a retirada do espinho central (etapa 4). A etapa 4 foi caracterizada pela maior
manipulacdo do filé de tilapia e mostrou-se o principal ponto critico para a contaminacao por
Salmonella. Segundo os autores, 0 escoamento de aguas pluviais e esgoto para as aguas fluviais,
cria um ambiente propicio para o desenvolvimento de agentes patogénicos como a Salmonella
spp. que acabam contaminando o pescado. Na unidade processadora de tilapia observou-se que
a retirada do filé era realizada previamente a evisceragdo do pescado, 0 que ocasionalmente
causava 0 rompimento de visceras e contaminacdo da faca de corte. Além disso, a mesma faca
era utilizada sequencialmente para a filetagem das tilapias sem a devida higienizacao entre um
peixe e outro.

A elevada ocorréncia de Salmonella spp. nas amostras de tilapia no nosso estudo, pode
estar relacionada a contaminacdo dos ambientes aquaticos e a contaminag¢do no processamento
e manipulacdo do pescado, incluindo a falta de armazenamento adequado (DANTAS FILHO
et al., 2020; FERNANDES et al., 2018). Neste sentido, deve-se considerar que as amostras da
pesquisa foram filés de tilapia, e que quando os peixes sdo submetidos a filetagem, a higiene
do manipulador e das superficies utilizadas para manipulagéo de peixes sdo importantes fatores
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que influenciam a contaminagdo, visto que a Salmonella spp. pode permanecer vidvel em
superficies de contato com alimentos por periodos significativos (MERINO et al., 2019),
mesmo sob baixas temperaturas (WEBBER et al., 2019). O estudo de Bartolomeu et al. (2011)
destacou a manipulacdo do filé de tilapia como o principal ponto critico para a contaminagéo
por Salmonella.

A contaminacdo do pescado por Salmonella spp. também pode ser oriunda dos
criatorios. A bactéria Salmonella spp. ndo faz parte da microbiota natural do pescado e a
contaminacdo do pescado ocorre através do contato com aguas contaminadas e da ragédo
contaminada utilizada para alimentagdo, influenciando diretamente a microbiota do peixe.
Sabe-se que a prevaléncia de Salmonella spp. em galinhas e ovos € comum (SHINOHARA et
al., 2008; ZHU et al., 2017) e a racdo comercial feita de miudezas de frango e ovos pode
transferir Salmonella spp. ao ambiente de aquicultura (LUNESTAD et al., 2007). Além disso,
outra pratica que tem se tornado cada vez mais comum é a utilizacdo de camas de frango como
adubo organico para fertilizacdo dos tanques de piscicultura, o que certamente contamina as
aguas de cultivo com bactérias patogénicas como Salmonella spp. (DANTAS FILHO et al.,
2020; ESPOSTO et al., 2007).

E importante ressaltar que fatores intrinsecos da carne do peixe faz com que ele seja um
dos alimentos mais susceptiveis a deterioracdo (DANTAS FILHO et al., 2020) de origem
quimica (metais, pesticidas, antibidticos) ou bioldgica (biotoxinas, parasitas, virus e bactérias).
Portanto, Instrucdo Normativa DIVISA/SVS N° 4 de 2014, que dispde das boas préaticas para
estabelecimentos comerciais de alimentos e para servicos de alimentacdo, relata que os
pescados frescos deverdo ser expostos em temperatura maxima de 4°C (quatro graus Celsius) e
o0s pescados resfriados deverao ser expostos a temperatura entre -0,5°C e 2°C (meio grau Celsius
negativos e dois graus Celsius), onde seus produtos manipulados crus deverdo ser armazenados
até a temperatura de 2°C (dois graus Celsius) com validade de até 3 dias.

Deste modo, reveste-se de importancia o controle sanitario da Salmonella em toda
cadeia de producéo da tilapia pela possibilidade de veiculacéo desta bactéria patogénica através
do consumo desse alimento (CORTES-SANCHEZ; ESPINOSA-CHAURAND, 2018). A
presenca de Salmonella spp. nas amostras do nosso estudo traz uma preocupagdo a salde
publica, visto que Salmonella é responsavel por uma das principais doencas transmitidas por
alimentos, a salmonelose (SHINOHARA et al., 2008).

Os resultados do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos mostram que o0s
antimicrobianos ciprofloxacina (94,7%) e cefotaxima (89,5%) foram 0s mais sensiveis as

bactérias Salmonella ssp. encontradas nas amostras de tilapia fresca. Neste sentido, a
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cefotaxima, utilizada em nosso teste de susceptibilidade antimicrobiana, ndo possui
recomendacdo de uso em animais de producdo (OIE, 2019), e juntamente com a classe
ciprofloxacina, é proibida como uso de aditivo melhorador de desempenho em animais
(BRASIL, 2017). Desse modo, essas drogas se confirmam como opcdes de tratamento em casos
graves de salmonelose humana (PARRY; THRELFALL, 2008), apesar de apresentarem
resisténcia a algumas cepas encontradas na presente pesquisa, ciprofloxacina em 1 cepa (1,8%)
e cefotaxima em 2 cepas (3,5%).

Quanto aos medicamentos mais resistentes, ha uma consideravel ocorréncia de cepas de
Salmonella spp. resistentes a antimicrobianos nas amostras de tilapia fresca pesquisadas.
Observou-se uma alta resisténcia aos antimicrobianos: amoxicilina/acido clavulanico (87,7%),
tetraciclina (82,5%) e sulfonamida (57,9%). Os resultados observados neste estudo foram
comparaveis ao estudo de Elhadi (2014) onde a maior resisténcia antimicrobiana de cepas de
Salmonella spp. isoladas de peixes de agua doce importados na Arabia Saudita foram
observadas para tetraciclina (90%) e amoxicilina/acido clavulanico (45%). Zhang et al. (2015)
relataram uma alta resisténcia a sulfonamidas (56,5%) e tetraciclina (34,1%) em sorovares de
Salmonella isolados de produtos de aquicultura na China. A resisténcia ao cloranfenicol
(26,3%) observada neste estudo foi comparavel ao estudo de Budiatti et al. (2013) que relataram
que as cepas de Salmonella isoladas de peixes de dgua doce coletados em mercados da Malasia
eram resistentes ao cloranfenicol (37,2%) e a tetraciclina (67,4%).

Vale ressaltar que por varios anos a ampicilina, o cloranfenicol e o trimetoprim-
sulfametoxazol foram antimicrobianos de escolha para o tratamento de salmonelose (PARRY;
THRELFALL, 2008), e apesar desses antimicrobianos serem também proibidos como
melhoradores de desempenho (BRASIL, 2017), o historico de utilizagdo dessas drogas por
muitos anos reflete a resisténcia encontrada atualmente. Dessa forma as fluoroquinolonas e
cefalosporinas de terceira geragdo sdo agora comumente usadas em adultos para tratamento de
salmoneloses devido a ampla resisténcia ao cloranfenicol, ampicilina e cotrimoxazol (ADESIJI
et al., 2014) e, portanto, devem ser utilizadas de modo racional por serem antimicrobianos de
importancia critica e alta prioridade para a saide humana, muitas vezes como a Unica terapia
possivel ou uma das poucas disponiveis para as infeccGes graves em humanos, utilizadas para
o tratamento de doencas transmitidas por alimentos, por exemplo, ou doencas causadas por
microrganismos que adquiriram genes de resisténcia (WHO, 2019).

A multirresisténcia foi encontrada com alta frequéncia neste estudo (56,1%) nas cepas
de Salmonella spp., a qual é evidenciada pelos diferentes perfis de resisténcia e perfis de genes

de resisténcia encontrados, dentre as quais incluem-se drogas criticamente importantes na
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terapia humana. Yang et al. (2015) e Zhang et al. (2015) relataram 34,0% e 43,3%,
respectivamente, de multirresisténcia nas cepas de Salmonella spp. isoladas de produtos
aquaticos (peixes de dgua doce e salgada e frutos do mar) de mercados de varejo na China. O
aumento da resisténcia antimicrobiana da Salmonella spp. e a aquisicao de resisténcia a agentes
antimicrobianos de vérias classes pode limitar as opgOes terapéuticas para o tratamento da
salmonelose em humanos e animais, pois garante a bactéria a capacidade de sobrevivéncia a
diferentes escolhas terapéuticas, possibilitando a disseminacdo destas cepas entre animais e
humanos (ELHADI, 2014; HEREDIA; GARCIA, 2018).

Ainda na presente pesquisa, entre 0s 57 isolados de Salmonella spp. pesquisados, o gene
blaCTX associado a resisténcia aos antimicrobianos beta-lactamicos foi o mais encontrado
(64,9%, 37/57), seqguido dos genes tetB (54,4%, 31/57), sul2 (49,1%, 28/57) e floR (50,9%,
29/57). A presenca de genes de resisténcia em isolados fenotipicamente susceptiveis e
intermediérios no antibiograma e de pelo menos um gene de resisténcia em todas as cepas
estudadas, suscita a possibilidade de transferéncia de elementos genéticos moveis e do
surgimento de novas cepas resistentes (BAPTISTA, 2013; THONG; MODARRESSI, 2011).
Segundo Adesiji et al. (2014) alguns genes de resisténcia sdo silenciosos em bactérias in vitro
e esses genes silenciosos podem se espalhar para outras bactérias, especialmente sob pressao
de selecdo do uso de antimicrobianos, o que pode justificar também a presenca dos genes de
resisténcia em cepas que ndo apresentaram resisténcia no antibiograma.

Entre os 87,7% (50/57) isolados de Salmonella spp. resistentes a amoxicilina/acido
clavulanico, 66% (33/50) apresentaram o gene de resisténcia blaCTX. Os resultados da PCR
estdo de acordo com os testes de sensibilidade aos antimicrobianos, onde a resisténcia a este
farmaco foi a mais encontrada no antibiograma. Um estudo realizado por Fitch et al. (2016),
com cepas de Salmonella spp. isoladas de aves no Brasil, detectou a presenga da variante
genética blaCTX-M-2 em 58,2% (32/55) das cepas.

Neste sentido, estudos tém demonstrado a ocorréncia de uma ampla variedade de genes
de resisténcia aos antimicrobianos beta-lactamicos em Salmonella. Entre as bactérias da familia
Enterobacteriaceae, incluindo Salmonella, blaCTX é o gene de resisténcia mais difundido. O
transporte e a aquisicdo do gene blaCTX esta principalmente associado a um conjunto
diversificado de plasmideos transmissiveis e a sua disseminacdo entre diferentes espécies
contribui para a persisténcia estavel desse gene em Salmonella spp. (NAIR;
VENKITANARAYANAN; KOLLANOOR JOHNY, 2018; ZHANG et al., 2019).

Entre os 82,5% (47/57) isolados de Salmonella spp. fenotipicamente resistentes a

tetraciclina, 56,3% (27/47) apresentaram 0 gene de resisténcia tetB. De acordo com Zishiri et
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al. (2016), tetA seguido por tetB sdo os genes mais comuns encontrados em isolados de
Salmonella spp. resistentes a tetraciclina. Resultados similares foram observados por Zhu et al.,
(2017) em cepas de Salmonella spp. isoladas de frangos de corte ao longo do abate (tetB =
50%). Esses genes sdo responsaveis pela codificacdo de bombas de efluxo associadas a
plasmideos, transposons ou ambos, e muitas vezes sdo conjugativos, destacando o potencial de
transferéncia desses genes para outras bactérias, ambiente, animais e humanos (MAKA;
POPOWSKA, 2016).

Entre os 57,9% (33/57) dos isolados de Salmonella spp. fenotipicamente resistentes a
sulfonamida, 33,3% (19/57) apresentaram o gene de resisténcia sul2. Pesquisadores observaram
altas frequéncias do gene sul2 em cepas de Salmonella spp. de origem animal. Zishiri et al.
(2016) detectaram o gene sul2 em 79% das cepas de Salmonella spp. isoladas de frangos,
enquanto Zhu et al. (2017) constataram a presenca desse gene em 97,8% das cepas de
Salmonella spp. isoladas de frangos de corte e resistentes a sulfametoxazol. Os dois genes mais
encontrados entre os isolados resistentes as sulfonamidas sdo o sull, seguido pelo sul2, que
codificam formas de diidropteroato sintase e cujo produto tem baixa afinidade por
sulfonamidas. O gene sull é normalmente encontrado ligado a outros genes de resisténcia em
integrons de classe 1, enquanto o gene sul2 é geralmente associado a pequenos ou grandes
plasmideos multirresistentes transmissiveis (MAKA et al., 2015).

A maioria dos isolados resistentes ao cloranfenicol neste estudo foram positivos para o
gene floR, assim, 73,3% (11/15) das cepas resistentes apresentaram esse gene. No estudo de
Zhu et al. (2017) uma alta frequéncia desse gene (97,8%) foi observada em cepas de Salmonella
spp. resistentes ao florfenicol. O gene floR € identificado principalmente em bactérias Gram-
negativas e é responsavel pela codificagdo da bomba de efluxo, sendo encontrado em
cromossomos e plasmideos e assim, esta frequentemente associado a elementos genéticos
moveis e ilhas genébmicas (LU et al., 2018).

A partir dos resultados deste estudo € possivel fazer uma correlacéo das caracteristicas
fenotipicas e genotipicas apresentadas pelas cepas de Salmonella spp. (ainda que limitada,
considerando os diversos genes e fatores que podem estar envolvidos no perfil de resisténcia
dessas cepas), fornecendo evidéncia dos mecanismos de resisténcia envolvidos (ANVISA,
2007; FAIR e TOR, 2014; MENDONCA, 2016). Assim, é importante o controle de uso de
antimicrobianos na criacdo de peixes e a determinacdo do perfil de resisténcia das bactérias
isoladas, para o estabelecimento do uso racional dos antimicrobianos tanto na cadeia produtiva

do pescado, como também na medicina humana que utiliza esses antimicrobianos para o



56

tratamento de doencas (GASTALHO; SILVA; RAMOS, 2014; HELKE et al., 2017; PARRY;
THRELFALL, 2008).
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6. CONCLUSAO

Este estudo revelou uma elevada ocorréncia de Salmonella spp. em filés de tilapia
coletados no Distrito Federal, Brasil. As bactérias apresentaram elevada resisténcia para
amoxicilina/acido clavulénico, tetraciclina, sulfonamida e cloranfenicol. Além disso, observou-
se que 56,1% dos isolados de Salmonella exibiram multirresisténcia antimicrobiana.

Todos os isolados de Salmonella apresentaram pelo menos um dos genes de resisténcia
estudados (blaCTX, tetB, sul2 e floR). A elevada positividade de Salmonella multidroga
resistente associada a elevada presenca de genes de resisténcia nas amostras de tilapia
demonstra o potencial desses peixes contaminados servirem como meio de transmissédo de
Salmonella spp. para os humanos e fonte para disseminacgéo de resisténcia antimicrobiana.

Portanto, existe a necessidade de um melhor controle da qualidade do pescado para
diminuir a contaminacdo com Salmonella spp., como a introducdo de programas de
monitoramento da seguranca microbioldgica em sistemas de producdo de tilapia e o uso
racional de antimicrobianos na producdo aquicola. Para os consumidores, a conscientizacdo
sobre ndo consumir a tilapia crua e aplicar técnicas de higiene durante a manipulacdo desse
alimento podem ajudar na prevencdo da transmissao zoonotica de Salmonella através do

consumo de tilapia fresca.
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Abstract

This study aimed to assess Salmonella spp. prevalence in aquaculture Nile tilapia commercialized in the Federal
District. Brazil, and determine the antimicrobial resistance profile of the isolates. Fifty-seven Salmonella spp.
strains were isolated from 101 samples of fresh tilapia fillets collected in the Federal District, Brazil. These
1solates were subjected to antimicrobial susceptibility testing by the Kirby-Baver disk diffusion method and
analyzed for the presence of biaCTX. terB, sul2, and floR resistance genes. The Salmemella spp. prevalence in
fresh tilapia fillets was 45.5%: that is. 46 of 101 samples were positive for the /mvA gene. The antimicrobial
resistance profile showed high resistance rates for amoxicillin/clavulanic acid (87.7%), tetracycline (82.5%).
sulfonamide (57.9%), and chloramphenicol (26.3%). Additionally, 56.1% of Salmonella spp. isolates were
multidrug-resistant (MDR) isolates. The beta-lactam-resistant gene HlaCTX was identified in 66.7% of isolates,
the tetracycline resistance gene rerA in 54.4%, and the chloramphenicol resistance gene floR in 50.9%, while the
sulfonamide resistance gene sul2 was present in 49.1%. The results revealed that tilapia fillets were highly
contaminated with MDR Salmonella. These Salmonella spp. strains camied multiple antimicrobial resistance
genes, which might facilitate their dissemination to consumers along the production chain. Hence, there is an

evident need to control Salmonella in fish production systems to ensure public health.

Keywords: tilapia fillets, freshwater fish, resistance genes, multidrug-resistant Salmonella

Introduction

ILAPIA 5 THE second most farmed freshwater fish
worldwide, after carps (FAQ. 2018). Today, all com-
mercially important tilapia outssde of Africa belong to the
genus Oreochromis, and moee than 90% of these farmed fish
are Nile ulapea (Oreochromis niloticus) (Wang and Lu,
2015). In Braal, strong consumer demand and continuous
mvestments in the tlapia farming sector have resulted in
cantmued production growth, with 31 1.5(X) tons produced in
2018, corresponding 1o 606% of the Brazilian aquaculture lish
production (IBGE, 2018). Tilapia 1s considered one of the
most accepted fish in the consumer market due 1o its attrac-
tive charactenstics, such as white and tasty fillets (Barroso
et al., 2019).
In recent years, tlapia fillet consumption has increased
sigmficantly in Brazil. Simultaneously. this food’s safety,
particularly related to microbrological contamnation, has

become a source of concem. Salmonella spp. is not part
of the healthy fish microbiota, and its presence indicates
fecal contamination either from polluted water or cross-
comtamination during the production chain (Wang and Lu,
2015: Femandes et al., 2018). Salmonella spp. is one of the
most widespread, zoonotic foodbarne pathogens world-
wide (Heredia and Garcia, 2018: Draeger et al., 2019). In
Brazil, Salmonella spp. is the second most prevalent
foodborne pathogen, while Escherichia coli is the first
(Draeger et al., 2019). The European Unson reports sal-
monellosis as the second most prevalent zoonosis, after
campylobacteniosis (Pepe et al., 2009: EFSA and ECDC.
2021). Therefore, the presence of Salmonella spp. in tilapia
may represent i reason for an increasing number of enteric
disease outbreaks (Heredia and Garcia, 2018). Never-
theless, the prevalence of the gastroinlestinal pathogen
Salmonella in fish in Brazil is seldom reported in the it
erature (Fernandes ot al., 2018).

Laborat,

'ORCID 1D (batps forcid orgO000.0001 - T325.9871 ).

of Food Comtral, Univessity of Brasilia (UnB), Brasilia, Brazil.
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The expanding antimicrobial resistance in Foodborme
pathogens, such as Selmonella spp.. has caused 2 significant
merease in publsc hialth salfety concemns. The rise in resislant
straims has been annbuted 1o the inappropriate wse of anti-
microbial agents in human and vetennary medicine and their
usage a% growth promobers in anamal production. This ac-
guired antimmcrobial resstance can be Turther transmaed 1o
the human population through the food chain. Considering
that multiresastant sirains of Safmenciia spp. have been iso-
lated Iroen different animal-origin foods  sorkdwide, ex-
panding resislance poses a sersous threal o public bhealth
(Yang ef al., 2015: Mair of ai., 2015}

According o McMillan er . (Z019), Salmonela spp. can
camy penes encoding resistance to several classes of anti-
mictobials, including f-lactams, tetracyclines, sullonamdes,
and phenicols. The authors reported that a diverse group ol
plasmeds present in strains ol Selmoneilo enferica solated
Trovm P amamals, carrying antimicrobial resslanee genes, 15
responsible for ilx phemsypic resistance. The antimacrobdal
resilance iansler ability between bacleria on mobile genetic
elements can cause the rapid establishmem of mulisdrg re-
sistance in bacteria from andmals, thus creating a foodborme
risk 10 human bealih.

Few stsdies in Brawil have focwsed om Sofmonells
prevalence in Lilapea amd om s astimicrobial resslance
charactenzation. Thus, this dudy evaluated Salmonclia spp.
previlence in Iresh tlapia fillel samples collected in the
Federa] Distmct, Brazil, and determansd the psalstes” ants-
mictobial suwsceplibility and the presence of Mol TX, fef,
il 2, and fiof resistance genes.

Materials and Methods
Sample collection, Saimonella isslalion,
and hinchamical confirmalion

From March 2018 o March 2020, 101 samples of Iresh
tilapia Gllets were collected from diflerent supermarkets in
the Federal Disinct, Brazl. These lish came from several
Brazilian @ates (Parana, $io Paube, Rondonia, Santa Calar-
mna, Minas Gerais, and Federal Dhstrict). Samples were stoned
m an icebox and mmediately trumsporied b the labortory
and analyzed within 2h,

Safmonella sruns were isolaled ax descrnbed in the
Techmcal Guide for Laboratory Detection of Salmonella spp.
(Bragl, Minstiéno da Sadde, 2011). For Satmonella spp.
detection, in Inplcate, 25 g of each sample was ranslerred
o 225 mL of buflered peplone water (BFW: Kasvi, Brazl),
bomogenized, and mcubaied o 37C for 18-20h. Then,
1.0mL each of the pre-ennchment BPW aliquots was irams-
femed into 10 mL of tetrathionate broth (Himedia) and sele-
mile cysting broth (Acumedia), respectively, and moubated a
ITC for 24b. A loopful (10d.) of enriched broth was
sireaked onte the xybose lysine deoxyebedale (XLID) agar
i Himedia) and Salmonella Shigella (55) agar (Himedsa) and
mcubaled 3 370 lor 24 b, Presumptive Selmonella colones
m XLID amd 55 agars wene conlirmed biochemically using
triphe sugar iron (TS0 agar (Himedia) amd lysine iron agar
{L1A: Himedss) slands. These slanis were mcobated =t 3790
for 24 h. The presurmptive Safmaomeils ivolales, tested pogtive
on TSI and LIA beochemacal testing, wene confimmed by
amplilymg a largeted Selmonello-specibe iovasive (fovA)
gene by polymerase cham reaction (PCR; Table 1)

FERREIRA ET AL.

Anfimicrobis! suscapdibdily fagiing

Antmmicrobial susceptibilay testing was performed fol-
levevimg the standand Kirby-Baver disk diffusion method as
per Brazmban Commmitlee on Anbimacrobiaal Susceplababity
Tesding {BRCAST, 2019 gusdelines. The bacienal inoculum
was ohtained Irom a mecrobial growth suspension in Muoeller-
Himlon broth with turbsdity equivalent o L5 MoFarland
standamd {10 108 CFUMmL ) adjusied 1o an optical density
betwveen 0.08 and (L1021 625 am using a specirophatomeler
(BRCAST, 29 All the antmmicrobial disks wene purchased
from Mewprow (Brazl). The analyveed antimicrobial agents”
concentrations and abbrevesmons are as described: amoxi-
cillinfelavalanic acid (AMC, 2N10 gg), celtazsdime (CAZ,
M pgh, celotaxime (CTX, 30 ug). pentamecin (GEN, 10 pe).
chlorampheniool (CLO, 3 pgl, wercycline (TET, 30 gl
imipenem (IMP, 10 ge) sullonamsde (SUL, 36k pe), and
ciprofloxacin (CIP, 5pel The solates were clasilhed as
susceplible (5). intermediate (1), or resistant (R, according b
the CLSI gmdelines (or Emfershactemacear (CLS1 2020
Falmomelle molales resistand 10 three or more antinm crobials
were defined g multidrug-resistant (MDR) isolates.

Salmonela molacar confinmaiion and anfimusrobia
rasisfance gene defecfion by PCH

The InvA gene PCR amplibication condirmed the bao-
chemicully presumptive Sadmomella polates, The conlimmed
sirng (m =57} wene then screened, by PCR, lor the presence
ol antimicrobial resislance genes: MaCTX lor bela-lactams.,
ferB o tetracyeline, sul2 for sullomamsde, and foR for
chloramphensonl.

For DNA extraction, the biochemscally identilied Selme-
mella polates were cultlivated overnight in Mueller-Hinton
broth amd ther DNA was extracled by employing the Nu-
cheoSpin Food™ kit { Macherey-Nagel, Diiren, Germany), as
per the mamufacturer”s ingtructions. The DNA concenirtxnsg
were then determined wsng a Nanolrop 20EF (Themo
Sceenfdhic, Pillsburgh), and DMNA inlegrly wis coalirmed by
agarose pel electrophonesas,

Table 1 shows the primer sequences and PCR conditions
used 1o amplily the virulence geme fmvd and the resistance
penes, MalCTX, terl, mi2, and fioR. All PCRs were per-
Tormed i a 25-pl. lmal volume reactson maxlure contaming
L5 ul of PCE bualler; (L7 g of MgOI2; L5 gl of ANTP
(2.5 mM); (L5 . of Tay DNA polymerace; 1.5 pl of each
primer, forward and reverse: and TE.3 pd. of Malli-0) waber.
These thermal cycling reactions were condwcted with
Techne TC-512 thermal evcler {Bibby Scientific, Inc.). and
each PCR rum included negative and reagent controls. The
reagent comdrod conssted of all FCR components excepl lor
the DNA tlemplate. The amplified DNA was separated by
electrophoresis ot TEFY Tor 50min m 1.53% (wiv) agarose
pel, stamed with ethidivm bromede, and visualized under
UY light. A 10 bp DNA ladder was used as a molecular
weighl marker,

Results
Balmenela spo. prevalence in fresh Wapia fileis

Salmoneila spp. prevalence was 45.5%, that 1x, 46 of 101
samples of fresh ulapaa Gillets analyzed presented thes bac-
lerium confirmed by imeA pene delection.
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TaprLe 1. Pruscs Soouinens anD Porvamorase Coard Roeacnion Conmmions Uscn 1o AMPonry
THE VIRULENCE GENE INVA AND THE RESSTANCE GENES, BLACTX, TETH, sUL2, AND FLOR

Target Product
gene Primer sequence (5— 3°) size (bp) PCR amplification conditions Reference
imA CATTGGTGATGGTCTIGTCG 298 Denaturation for 2 min at 95°C, followed Cruz er al. (2019)
CTOGCCTTTGCTGGTTTTAG by 35 cycles for 1 min at 95°C,
annealing for 1 min a1 60°C, and a final
extension for | man & 72°C
blaCTX COGATGTGCAGTACCAGTAA S8S Denaturation for S min at 94°C, followed Li er al (2013)
AGTGACCAGAATCAGOGG by 30 cycles for 305 at 94°C. annealing
for 30s at 55°C, 50s at 72°C, and a
final extension for 7min a 72°C
tetB TTGGTTAGGGGCAAGTTTTG 659 Denaturation for 5 min at 94°C, followed Zishini ef al. (2016)
GTAATGGGCOCAATAACACCG by 34 cycles for 255 at 94°C, annealing
for 305 at S5°C, 50s at 72°C, and a
linal extension for 7 min at 72°C
sl2 GCGCTCAAGGCAGATGGCATT 285 Denaturation for 10mm 2t 95°C, followed Zhu er al. (2017)
GCGTTTGATACCGGCACCCGT by 35 cycles for 455 at 94°C, annealing
for 505 at S5°C, 50s at 72°C, and a
final extension for 10 min & 72°C
fioR CACGTTGAGCCTCTATAT RO Denaturation for 5 min at 94°C, followed Thai ef al. (2012)
ATGCAGAAGTAGAACGCOG by 30 cycles for 305 at 94°C, annealing

foe 305, 1min at 72°C, and a final
extension for 5Smen & 72°C

PCR. polymemse chain reactico.

Antimicrobial resistance profile of Saimonelia isolates

Figure 1 shows the antimicrobial resistance profile of 57
Salmonella 1solates. Overall, only 5.3% (3/57) of isolates
were susceptible to all tested antimicrobials and 38 6% (22/57)
were resstant to one or two antimicrobsals, while 56.1%
(32/57) presented multidrug resstance (Table 2). High resis-
tance rates were observed for amoxiallin/clavulanic acid
(87.7%, SIV57), tetracycline (82.5%, 47/57). sulfomamide
(57.9%, 33/57). and chloramphenical (26 3%, 1557), whereas
lower resstance rates were found for ciprofloxacin (1.8%),
imipenem ( 1.8% ). ceftazidime (3.5% ), and cefotaxime (3.5% ).
Notably, all the ssolates were susceptible 1o gentamian

Mainly. 12 resistance patterns of Salmonella isolates were
detected. as seen in Table 3. The dominamt resistance pattern

was SUL AMC TET (24.6%, 14/57), followed by AMC TET
(21.1%, 12/57) and SUL AMC TET CLO (175%, 1W/57).

Anlimicrotial resistance genolypes
of Salmoneda isolates

Antimicrobial resistance genes were screened m all 57
Salmonella isolates and 66.7% (38/57) presented the
blaCTX gene associaled with resistance 1o beta-lactams,
54.4% (31/57) presented the feth gene associated with re-
sistance to tetracychine, 49.1% (28/57) presented the yul2
gene associated with resistance to sulfonamade, and 50.9%
(29/57) presented the floR gene associated with resistance to
chloramphenscol (Table 4). Resistance genes were also
detected 1n phenotypecally susceptible and intermediate

i —————————
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FIG. L

Antimicrobsal resistance profile of Salmonella 1solates.

72



4

TABLE 2. ANTIMKROBIAL RESISTANCE AND MULTIDRUG
RESISTANCE PROFILE OF SALMONELLA ISOLATES

FERREIRA ET AL.

TABLE 4. PRESENCE OF ANTIMICROBIAL RESISTANCE
GENES SCREENED FROM 57 SALMONELLA 1SOLATES

Number amd percentage

No. of antimicrobials e domnncd
with resistance n %
0 3 53
i 5 88
2 17 298
3 19 333
4 11 19.3
5 2 35
Total 57 100
MDR (sum of 3, 4, and 5) 32 56.1

MDR, multidnug-resistant.

isolates (Table 4), blaCTX in 8.8% (4/38), teth in 7.05%
(4/31), and sul2 in 15.8% (8/28), whereas floR was detected
in 31.6% (18/29).

Table 5 displays the various resistance gene patterns found
n each ol the Salmonella solates. All 57 Salmonella strams
in this study. including those susceptsble 1 all antimicrobials,
had ot least one of the resistance genes tested in their genome.
The isolated Salmonella registered 15 dislinet genotype re-
sistance profiles, indicating considerable resstance gene
pattern diversaty.

Discussion

Salmonella spp. prevalence in fresh tlapaa fillets com-
mercialized in Federal District, Brazil, was 45.5% that is. 46
samples were unfit for consumption according 1o the Brazi-
lian Jegislation, whach prohibits the Salmonella spp. presence
in fish (Brasil, Agéncia Nacional Vigilincia Sanitina, 2019).
Other studses also reported high rates of tilapia contammation
with Salmonella. Budiats ef al (2013) isolated Salmonella
spp- from 43.8% (14/32) of the tilapia samples obtained from
Malaysia. Elhads (2014) reported a 64.9% Salmonella spp.
prevalence in tlapia imported from Thaland and 28.05%
prevalence in those imported from India. Seel ef al. (2016)
found that of 20 fresh tilapia samples collected in different

TABLE 3. ANTIMICROBIAL RESISTANCE PATTERNS
OF SALMONELLA ISOLATES

£
@

Resistant phenotypes

CAZ AMC CTX TET CLO
SUL CAZ AMC CTX TET
SUL AMC TET CLO

SUL IMP AMC TET
AMC TET CLO

SUL AMC TET

SUL CIP AMC

AMC TET

SUL AMC

10 SUL TET

11 AMC

12 SUL

—

—

-
- 1 1 b D e
PETPRAE - ) PP gy

R R Y. P
MDA DN D®

AMC, amoxicillinclavulanic acid; CAZ, cefundime; CIP,
ciprofloxacin; CLO, ch ; CTX, ceforaxime; GEN,
gentamicin: IMP, imipenem; SUL, salfonamide: TET, tetracycline.

Antimicrobial resistance profile

Resi. '3

genes Ra(%) Sa(%) In(%) Totan(%)
blaCTX 33(579) 1(L8) 3(70) 38(66.7)
teth 27(474) 2(35) 2(35) 31(544)
sul2 19(33.3) 6(105) 3(53) 28¢49.1)
SfloR 11(193) 14(246) 4(70) 29(509)

Bangladesh markets, 75% (1520) were positive for Salmo-
nella spp. Lerma-Fierro ef al (2020) also detected Salmo-
nella spp. in 41.7% (5/12) of fresh Nile tilapia Gllets
marketed in Tepse Nayant city, Mexsco.

Similar to our study. Zishini et al. (2016) used the im:A
gene o conlirm Salmonella spp. isolated from commercial
chickens in South Africa and Brazil. The mvasion A gene
(invA) 1s a well-known virulence gene in Salmonella, which
is responsible for host invason. This gene located in Sal-
monella pathogenscity island 1 (SPE-1) 1s conserved n all
Salmonella serovars. Consequently. researchers use it as a
marker to detect Salmoneila isolated from different sources
(Zashin et al., 2016).

Thas study demoastrated a high incadence of resistance to
amoxicillin/clavulanie acd (87.7%), tetracycline (82.5%).
and sulfomamide (57.9%) in Salmonella isolates. These re-
sults were comparable with findings of Elhadi (2014), in
whach the highest antimicrobial ressstance was for tetracy-
chine (90%) and amoxscilin/clavulanic acid (45%) n
Salmonella spp. solated from freshwater fish imported by the
eastern province of Saudi Arabia. Zhang et al. (2015) re-
ported high resistance 1o sulfonamides (56.5%) and tetracy-
chine (34.1%) in Salmonclla serovars isolated from retul
aquacublure products mn China. The resistance to chloram-
phenicol (26.3%) observed in our study was smilar to find-
ings of Budiati er al (2013), m which Salmonella isolates
were resistant to chloramphenicol (37.2%) and tetracyclme
(67.4%). Furthermore, MDR Salmonella spp. was often
found in our study (56.1%). Yang er al. (2015) and Zhang

TABLE 5. ANTIMICROSIAL RESISTANCE GENOTYPE
PATYERNS OF SALMONELLA ISOLATES

Resistance genes n %
1 blaCTX, tetB, sul2, floR 5 B8
2 blaCTX, sul2, floR 5 BB
3 blaCTX, tetB, floR 4 70
Rl blaCTX, tetB, sul 2 35
S tetB, sul2, floR 4 70
6 blaCTX, floR 7 123
7 blaCTX, 52 3 53
R blaCTX, tetB 5 B8
9 tetB, floR 1 1.8
10 tetB, sul2 5 B
I sul2, floR 1 1.8
12 blaCTX 6 105
13 Teth 4 70
14 sul2 3 53
15 2 35
Total 57 100
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et ol (NS repewteal WA NE aned 43 VE . regpectively, alf
MDR Selmonrella isolated Inom aquatic food products From
refail markels m China. This increased antimscrobaal resis-
tance of Salmonella may limal therapealic options lor treating
salmonellosas in bumans and animals (Elhads, 2001 4; Heredia
and Carcia, 201%).

Among the 87.7% (50V5T) isolabes ol Salmoneilo resistant
o amoxicillinglivulamc acsd, 57.9% (3W57) presented
the resmbince gene BloCTX. Studies have exposed a wide
mange of bela-latamase genes occurning o Sadmonella.
Moreover, among Enferobacteriocens, including Safmo-
mefla, the BloCTX gene s the most widespread bels-
lactamace-resistanl gene amd = mamly associaled with a
diverse el of Innsmisable plasmids (Zhamg er al., 200W).

In thiz stucy, 47 4% (2T/5Tp ol the 82.5% (47/57) isolates of
Smlmonella phenotypically ressant 10 letracycline presented
the resistance gene terB. According ho Zishan ef ol (2016), erd
and fetH oare the most common genes found mletracycline-
resistant Satmone s ioltes. These penes ane resporsible for
enciding elllux pumps associated with plasmds, transposons,
ar both and are ofien conjugative, highlightmg (he potential
translerence of these genes o olther bacieria, envimonment,
animmals, and hamans {Maka and Popowska, 2 &)

The resstance gene mi? was present in 33.3% (1W57T) ol
the 5T.%% (33/57) isolabes of Salmoncla phepotypically ne-
sistamt b sulfonamide. The two miost frequently found genes
amang sullonamide-resistand isolates are sl § and sl 2, both
encode fomms of dihvdroplensate symthase whose prioduct has
a low alfmity For sullonamsdes. The swll gene is regularly
linked tis other resislance genes inclass 1 inlegrons, while te
sl 2 gene 15 wsally associated with small multicopy plasmids
or large, ransmissible multiresistance plasmads { Maka = al.,
20150

Among the 26.3% (15057) of Saimonela ioolales pheno-
typically resistamt to chloramphenical. 19.3% (11757 had the
resistance gene Mo, Thas gene has been sdentified mainly in
Ciram-pegative baclera and B respongble for encoding drug
efllux pumps. I has been identilied on both chromosomes
and plasmids, olten amociabed with mobile genetic elements
amd genomec iglamds (Lu ef ol 2018

Ohur study also detected resistant genes in phemtypecally
sumoeplible and intermediate isolates. Corniously, the floR
gene was mare prevalent in phenotypically suscepuble and
iermediale isofales than in resigant isolates. According 10
Avlesiji e ol (2014, wome aptimicrobial-resistant genes ane
sileml in baclena im vitro and can spread 10 other bactena or
tum om fn vive, especially under the seleclive pressure of
anlihiotic wee.

The extenave use of anlimacrohaals in animal production
systems for controlling bactenial infections and growth pro-
maion bas contribuled 10 the development of drug-resisiant
bacteria. The fecal excretion ol antibstic-resistant pathogens
such as Seimowelly [rom Livestock and pouliry causes waler
syslem conlaminalion. Adguaculiure isodales have shiwn
similar residance patlerns to the dsolates recoversd From
terrestrial agricullure, indscating thal the waler source con-
tammation comes from Grmland (Masr o al, 200EL Ac-
carding & Wang amd Lu (2005}, mtegraled hsh larming
mvolves rasing lish aloagssde hvestock, and agualic envi-
ranmend and product invedigations revealed an increase of
pathogens, such as Safmenelia, in the waler and inbestine of
tilapia in these cases.

Ciane ki

Thas siudy reveabed a ligh Salmorella spp. prevalence in
fresh talaps fillets collected in the Federal Disinct, Brazil.
Furthermore, these Salmoree e isolates frequently exhibibed
multidnig resestance patlerns, and antimicrobaal resisliance
penes, beCTX, e, a2, and fIoR. were also prevalent
among theme This high Salmenslila spp. occumence in fresh
likapaa fillels indicates the need for programs 1o mon#or mi-
crobologecal safety i tilapia production syslems and rato-
nal wse of antimicrobaals in aguaculiure production ks reduce
the rek of developing and spreading antimacrobial resistance.
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ANEXO C - QUALIS DO PERIODICO

ACESS0 RESTRITO
{fsucupira/portais’menu_portal jsf)

INICIO [/SUCUPIRA/PUBLIC/INDEX.JSF) == Qualis == Qualis Periddicos

Qualis Periodicos
* Evento de Classificagdo:

CLABSIFICA@&I ES DE PERIODICOS QUADRIEMIO 20132016

Area de Avaliagio:

] | —SELECIOMNE —

I155M:
O
Titulo:

FOODBORME PATHOGEMS AND DISEASE

Classificagio:
]~ SELECIOME -
Consultar Cancelar
Feriodicos
I55M Titulo Area de Avaliagio

1635-3141  FOCDBORME PATHOGENS ADMMISTRN;.EG FUBLICA E DE EMPRESAS, CIENCIAS
AND DISEASE CONTABES E TURISMO

1856-T125  FOODBORME PATHOGENS BICTECHOLOGIA
AND DISEASE

1635-3141  FOODBORME PATHOGENS BIOTECMOLOGLA
AND DISEASE

1535-3141  FOODBORNE PATHOGENS CIENCIA DE ALIMENTOS
AND DISEASE

v
e
Classificagio
AZ
Bl
B1
AZ
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I55M

1556-T125

1558-T125

1535-3141

1535-3141

1658-7125

1525-3141

1535-3141

1535-3141

1535-3141

1535-3141

1535-3141

1558-7125

1535-3141

1558-T125

1535-3141

Titulo

FOODBORNE PATHOGENS
AND DISEASE

FOODBORME PATHOGENS
AND DISEASE

FOODBORMNE PATHOGENS
AND DISEASE

FOODBORNE PATHOGENS
AND DISEASE

FOODBORME PATHOGENS
AND DISEASE

FOODEORNE PATHOGENS
AND DISEASE

FOODBORME PATHOGENS
AND DISEASE

FOODBORME PATHOGENS
AND DISEASE

FOODBORNE PATHOGENS
AND DISEASE

FOODBORME PATHOGENS
AND DISEASE

FOODBORMNE PATHOGENS
AND DISEASE

FOODBORNE PATHOGENS
AND DISEASE

FOODBORME PATHOGENS
AND DISEASE

FOODEORNE PATHOGENS
AND DISEASE

FOODBORME PATHOGENS
AND DISEASE

Area de Avaliagio

CIENCIA DE ALIMENTOS
CIENCIAS AGRARIAS |
CIENCIAS AGRARIAS |
CIENCIAS AMBIENTAIS
CIENCIAS BIDLOGICAS |
CIENCIAS BIOLOGICAS |
CIENCIAS BIOLOGICAS Il
FARMACIA

MELHCIMA |

MECHCINA I

MEDHCINA VETERINARIA
MEDHCINA VETERINARIA
NUTRICAD
ODONTOLOGIA

SAUDE COLETIVA

Classificagio

A2

AZ

Bl

B1

=

Bl

B1
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