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RESUMO

A salmonelose ¢ uma das principais causas de gastroenterite de origem alimentar no Brasil e o sorovar
Salmonella Heidelberg (SH) esta envolvido em casos graves. O estudo objetivou avaliar aspectos
genotipicos presentes em 20 cepas de SH isoladas de carne de frango comercializados pela industria
brasileira para determinar o perfil de viruléncia via PCR convencional e a proximidade genética por
PFGE. Todas as cepas apresentaram os genes ompC, invA, sodC, avrA, IpfA, e agfA, ja o gene [uxS foi
detectado em 70% destas. A presenca de diferentes genes de viruléncia revela que este sorovar pode
representar uma ameaga a saude publica. Houve elevada diversidade genética entre as cepas, que se
agruparam em seis pulsotipos com caracteristicas epidemioldgicas e moleculares comuns. Conclui-
se que as cepas apresentaram perfil multivirulento, distinguivel pelo /uxS e distanciamento genético
compativel aos desafios relacionados a capacidade adaptativa do sorovar e as dificuldades de controle

na industria avicola.
PALAVRAS-CHAVE: PFGE. Viruléncia. Saude publica.

AREA TEMATICA: Epidemiologia.

INTRODUCAO

A Salmonelose ¢ uma das principais doencas de origem alimentar que afeta humanos no
mundo todo. Geralmente ¢ causada pelo consumo de carne de frango contaminada por sorovares

zoonoticos, representando um grave problema a satde publica. Salmonella Heidelberg (SH) destaca-
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se entre os sorovares por sua prevaléncia em paises da América do Norte, Europa e no Brasil
(ANTUNES et al., 2016). O cenario torna-se pior diante da emergéncia de patdogenos com perfis de

viruléncia pertencentes a este sorovar.

Sao diversos os mecanismos moleculares envolvidos na viruléncia de SH. Entre estes genes,
alguns sdo responsaveis por possibilitar o estabelecimento de doengas, como os genes de adesao
(Ipf4; agfA), invasao (ompC; invA) e colonizacdo (avrd) (SUZUKI, 1994), enquanto outros permitem
a manutencdo da bactéria em ambientes adversos, como o gene (/uxS) que permite a comunicacio
entre bactérias, a formagao de biofilmes e a possibilidade de realizar trocas génicas (BORGES et al.,
2018).

O Brasil ¢ um importante exportador na cadeia produtiva avicola e, apesar das medidas
rigidas de controle sanitario, houve aumento na quantidade de cepas de SH isoladas nos ultimos anos.
Assim, monitoramentos sao fundamentais para a implantacdo de medidas de controle mais eficientes.
Dada a importancia e a emergéncia de SH, este estudo objetivou avaliar a proximidade genética e a
viruléncia de linhagens de SH de origem avicola para discutir o perigo que podem representar a saude
publica.

METODOLOGIA

Foram avaliadas 20 cepas de SH, isoladas entre os anos de 2017 e 2018 em lotes de frangos
de corte de oito unidades industriais (A, B, C, D, E, F, G e H) e cinco diferentes produtores (1, 2, 3,
4 ¢ 5), com idades entre 11 e 46 dias. As cepas analisadas foram provenientes de swab de arrasto do
aviario (17), amostra fecal (1), amostra de ceco (1) e amostra de peito (1). A identificagdo bioquimica
e sorotipagem foram realizadas pelo Laboratorio de Enterobactérias da Fundacao Oswaldo Cruz, no
estado do Rio de Janeiro (IOC/FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil).

Para a deteccdo de genes de viruléncia, foi realizada a extracdo e purificagdo do DNA
gendmico usando o Wizard Genomic DNA Purification Kit® (Promega), seguidos da reacdo de PCR
(10ng de DNA purificado), para deteccdo da presenga dos genes ompC (biossintese da proteina C
da membrana externa), avrA4 (colonizagdo da proteina efetora), sodC (eliminagao de radicais livres),
invA (invasdo), sef4 (adesdo de fimbrias), agf4 (fimbrias e biofilme), /pf4 (adesdo de fimbrias) e /uxS
(mecanismo de deteccdao de quorum).

Asreagoes de PCR foram conduzidas utilizando o kit GoTaqg® Green Master Mix (Promega)
com volume final de 25uL. Posteriormente, foi realizada a amplificagdo em termociclador (Eppendorf):
94°C-5 min; 35 ciclos de amplificagdo: 94°C-45seg; 72°C- 90seg; 72°C-10min e extensdo final a
72°C-10min. Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%

(tampao de funcionamento TBE 0,5x Invitrogen) e o marcador de peso molecular 100bp (Invitrogen).

Para verificar a similaridade genética entre os isolados, foi utilizada a técnica Pulsed Field
Gel Electrophoresis (PFGE) de acordo com o protocolo do PulseNet (CDC, 2017). Para essa técnica,

as bactérias foram emblocadas em gel de agarose, seguida por digestdo do DNA gendmico a partir
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do uso da enzima Xbal (Invitrogen). Os fragmentos resultantes foram separados em gel de agarose
1% (SeaKem Gold®), em tampao TBE 0,5X, no equipamento CHEF DRIII (Bio-Rad®, Califérnia,
Estados Unidos) por 18h (200 V, angulo de 120°, 6V gradiente/cm e temperatura do tampao de
14°C). Posteriormente, os géis foram corados com brometo de etidio e as imagens reveladas em
transiluminador (Loccus Biotechnology®) e avaliadas com o programa BioNumerics. A andlise
estatistica foi realizada com o software GraphPad Prism, versdo 8.0 (GraphPad Software, Estados

Unidos), considerando nivel de confianca de 95% na anélise das variaveis.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados evidenciaram a presenca dos genes ompC, invA4, sodC, avrA, IpfA, e agfA
em todas as estirpes e o gene /uxS em 70%. A presen¢a dos genes ompC e invA era esperada pois
ambos sdo utilizados para caracterizar o género e a capacidade de invadir os tecidos hospedeiros,
respectivamente. O gene sef4 nao foi identificado nas cepas e estd associado com o processo de
adesao restrito aos serovares do grupo D, Enteritidis, Dublin, Moscovo e serotipos Blegdon (AMINI
etal.,2010). Entretanto, sua presenga foi investigada devido a possibilidade de realizar recombinagao
genética, por meio de transferéncia horizontal de genes, que pode ser mais evidente quando os genes

sefABCD apresentam G + C com aproximadamente 35,2%.

Indicando um risco potencial apés a infeccdo, os genes agfd e Ipf4, codificam proteinas
associadas a fixacao celular a superficies abioticas e formacgao de biofilme para posterior coloniza¢ao
intestinal e expressdo de viruléncia (YOO et al., 2013). O gene avrA altamente conservado tem
grande importancia para a saide publica devido sua capacidade de promover o escape do sistema
imune do hospedeiro que se verifica por meio da indugdo de apoptose celular, limitando a resposta
inflamatoéria a infeccdo (LABRIOLA; ZHOU; NAGAR, 2018). Concomitantemente, codifica-se

proteinas efetoras essenciais para a infec¢ao e proliferacao bacteriana.

Observa-se na Figura 1, que parte das estirpes (30% - 6/20) apresentaram auséncia do gene
luxS (-luxS) que podem demonstrar formagdo de estruturas sésseis pouco estaveis ou com baixa
carga bacteriana comparativamente a estirpes com a presenca do gene (+/uxS). A proteina [uxS esta
correlacionada com o controle e a sinalizagdo do mecanismo de quorum sensing, que permitem
a organizacao da populacdo bacteriana e a estabilidade/maturidade da estrutura dos biofilmes
(PARVEEN; CORNELL, 2011).
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Figura 1: Dendrograma comparativo de 20 estirpes Sa/monella Heidelberg indicando a presenga ou auséncia
do gene [uxS. Utilizou-se o coeficiente de semelhanga de dados com tolerdncia de 1,5% e o método UPGMA
com optimizagao de 0,80%. I-VI: pulsétipos. Id: Identificagao.

ERs EFQE I Date Industry Producer  Age Sample Genss
b AT, L. S

1 | Hmin | H13 021872018 H 2 24days Swab xS
1 | BRI | H15  02116/2018 A 2z 27days  Swab xS
1 | LTI | H20  02M16/2018 F 2 44 days  Swab -luxS

| ARl |11 HO1  02/07/2018 G 1 11days Swab lxS,+
n | T H14 021162018 H 3 34days  Swab xS
L FIVELELTI H19  02M16/2018 A s 27 days  Swab JuxS
| T H18  0216/2018 A 5 27days  Swab S
‘ | | | || I | HO2 02/08/2018 (=] 1 25 days Swab ~luxS
i | INRINIERERE N HO3  O2/08/2018 B 1 24 days  Swab xS
i | Rl 111 HO®  02/15/2018 H 1 46 days  Chicken breast  +fuxS
W | Mrrnnr 1 H11  02M15/2018 A 1 26days  Swab xS
W | AR |1 H12  02/15/2018 A 1 26days  Swab +luxS
v | i el HO4 0200972018 B 2 21days Swab +uxS
v | [T I 111 HI0 021152018 A 1 26days  Swab i S
vl L | | HOS5  0209/2018 D 2 21days  Swab xS
] | ARl 111 | HOB  11/29/2017 E 1 26 days Swab xS
205 v oo HO7  12/01/2017 F 1 4bdays  Chickenfeces  «hxS
MERRIERL H16 021162018 A 3 26days  Swab “luxS
| T 1 H17  0216/2018 A 4 26days Swab xS
IR HO8 12232017 G 1 46days  Chicken cecum  -luxS

Fonte: propria autoria

Para avaliacdo das semelhangas genotipicas através da tipagem por PFGE (> 80% de
similaridade), estruturou-se o dendograma baseado nas caracteristicas genotipicas, no local de
isolamento e na data da coleta (Figura 1). A andalise de semelhanca apresentou seis pulsotipos (I — VI),
reunidos com duas ou trés estirpes, demonstrando uma origem ou produtor comum cujo gendtipo
foi disseminado para unidades industriais diferentes. Exce¢ao foi observada para o pulsotipo IV, que
continha caracteristicas epidemioldgicas e moleculares comuns. Neste caso, a manuten¢do local do

microrganismo em diferentes amostras pode ser ligada a contaminagdo cruzada.

As estirpes isoladas de diferentes anos nao foram agrupadas no mesmo pulsotipo € 0 mesmo
padrio aplicou-se para o produtor (exceto para os pulsotipo I e V) e para o painel genético (exceto

para os pulsotipos III e IV).

CONCLUSAO

O estudo demonstrou ampla distribuicdo de perfis multivirulentos de SH, distinguiveis
somente ao potencial de formagdo de biofilmes. A alta heterogeneidade filogenética dos sorovares
em curta variagdo temporal demonstra seu potencial recombinante ¢ os desafios constantes para o

controle de SH na producao avicola.
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