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RESUMO

O crescente aumento da resisténcia aos antibidticos em Salmonella enterica é considerado um
problema de saude publica, porém pouco é sabido sobre os efeitos da exposicdo as condicdes
gastrointestinais no fenotipo de resisténcia de cepas epidémicas deste patdgeno. Este estudo
avaliou os efeitos da exposicdo as condicdes gastrointestinais simuladas na suscetibilidade a
onze antibidticos em quinze cepas epidémicas de S. enterica de quinze sorovares distintos. A
concentracdo inibitéria minima (CIM) de cada antibi6tico foi determinada pelo método de
microdiluicdo em caldo antes e apds a exposicao as condigcdes gastrointestinais simuladas de
cada cepa a um sistema continuo de 9 etapas simulando a boca (1°-etapa) es6fago-estdmago (22
a 7% etapa), duodeno (8° etapa) e ileo (9° etapa) em carne de frango irradiada (20 g; 5 log UFC/g).
Os dados foram interpretados de acordo com os valores preconizados pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (ug/mL). Antes da digestdo in vitro, todas as cepas de S. enterica
apresentaram resisténcia frente a pelo menos dois antibiéticos e S. Derby apresentou a maior
taxa de resisténcia. Nenhuma das cepas ensaiadas apresentou resisténcia a cefepima (FEP) e
polimixina (PB) antes ou depois da digestdo simulada. Apds a digestdo in vitro, 12 cepas com
suscetibilidade reduzida a ciprofloxacina (CIP) passaram a mostrar resisténcia a esse
antibiotico. S. Newport mudou o fen6tipo intermediario a ceftriaxona (CTX) para resistente a
CTX. S. Heidelberg mudou de ampicilina (AMP) sensivel para AMP-resistente. S.
Typhimurium, S. Agona, S. Newport, S. Albany e S. Corvallis sensiveis ao
sulfametoxazol/trimetoprima (SXT) antes da digestdo mostraram fenotipo resistente a SXT
apos a digestdo simulada. S. Heidelberg, S. Newport, S. Albany e S. Corvallis mostraram a
maior taxa de alteracdo na suscetibilidade, apresentando novo feno6tipo resistente frente AMP e
CIP, CTX e SXT, CIP e SXT e CIP e SXT, respectivamente. Os resultados mostram que as
condicdes impostas durante as condi¢cdes humanas gastrointestinais simuladas podem alterar a
suscetibilidade antimicrobiana de cepas epidémicas de S. enterica a antibioticos e devem ser
consideradas na selecdo de terapias antibioticas para salmonelose humana.

Palavras-chave: cepas epidémicas, carne de frango, digestdo in vitro, salmonelose,
antibioticoterapia



ABSTRACT

The increasing emerging antibiotic resistance in Salmonella enterica has been considered
public health problem, however few it is known about the effects of exposure to gastrointestinal
conditions on the resistance phenotype of epidemic strains of this pathogen. This study
evaluated the effects of exposure of exposure of fifteen outbreak-linked Salmonella enterica
strains in chicken meat to simulated human gastrointestinal conditions on susceptibility to 11
antibiotics of seven distinct classes were evaluated. The minimum inhibitory concentration of
each antibiotic was determined by microdilution broth before and after the exposure of each
strain to a 9-steps continuous system simulating the mouth (1% step), esophagus-stomach 2" to
7 ™ steps, duodenum (8" step) and ileum (9" step) in irradiated chicken meat (20g; 5 log CFU
/ g). Data were interpreted according Clinical and Laboratory Standards Institute breakpoints
values (ug / mL). Before in vitro digestion, all strains of S. enterica showed resistance to at
least two antibiotics and S. Derby presented the highest resistance frequency. None of the strains
tested showed resistance to cefepime (FEP) and polymyxin (PB) before or after simulated
digestion. Twelve strains with reduced susceptibility to ciprofloxacin (CIP) changed to CIP-
resistant after in vitro digestion. S. Newport ceftriaxone (CTX)-intermediary changed to CTX-
resistant. Ampicillin (AMP)-susceptible S. Heidelberg changed to AMP-resistant, while S.
Typhimurium, S. Agona, S. Newport, S. Albany and S. Corvallis sulfamethoxazole/
trimethoprim (SXT)-susceptible changed to SXT-resistant. S. Heidelberg, S. Newport, S.
Albany and S. Corvallis showed the highest frequency of change in antibiotic susceptibility
with new-resistant phenotype to AMP and CIP, CTX and SXT, CIP and SXT and CIP and SXT,
respectively. Conditions imposed by a simulated gastrointestinal environment changes the
susceptibility of S. enterica to clinically relevant antibiotics and should be considered in the
selection therapies for human salmonellosis.

Key words: epidemic strains, chicken meat, in vitro digestion, salmonellosis, antibiotic
therapy
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1 INTRODUCAO

Salmonella enterica € reconhecida mundialmente como um dos patdgenos mais
importantes relacionados a surtos alimentares (BESSER, 2018). Diversos sorovares de S.
enterica tém sido associados a surtos envolvendo a ingestdo de alimentos, tais como queijos
(FERRARI et al., 2013), manteiga de amendoim (ALVAREZ-ORDONEZ et al., 2012), frutas
e vegetais minimamente processados (FISTAND et al., 2012; SANT’ANA et al., 2014), carne
bovina (ROWLANDS et al., 2014), carne suina (LIMA et al., 2016), ovos e produtos a base de
carne de frango (KOTTWITZ et al., 2010).

Estima-se que aproximadamente 95% dos casos de salmoneloses notificados em
humanos estejam relacionados ao consumo de alimentos de origem animal (MELO et al., 2017;
LYNNE et al., 2015). Essa prevaléncia € um dos principais fatores de risco associados a
epidemiologia de S. enterica em todo 0 mundo.

A salmonelose caracteriza-se como uma gastroenterite autolimitada, que ndo requer
antibioticoterapia. Entretanto, em pacientes imunocomprometidos, idosos, criangas ou
pacientes com outras co-morbidades, este quadro pode evoluir para uma doenca sistémica
(CORDEIRO et al., 2013). Devido a emergéncia de cepas de S. enterica que apresentam
aumentada resistencia antimicrobiana frente aos antibioticos de eleicdo para terapia clinica, 0
tratamento de salmoneloses tem sido abordado como um desafio para microbiologistas (CDC,
2018). Neste cenario, os sorovares de S. enterica multiresistentes a antibioticos representam
uma ameaca porgque podem comprometer a eficacia do tratamento terapéutico, resultando em
falhas clinicas (KYLIE et al., 2017).

A resisténcia de S. enterica frente aos antibi6ticos tem sido relacionada em parte ao uso
indiscriminado destes agentes na medicina humana e veterinaria, seja para o tratamento e
prevencdo de doencas, ou como promotores de crescimento, respectivamente (ZHU et al., 2017;
MOLE, 2013; PRUDEN et al., 2013). Além disso, as bactérias sdo continuamente expostas a
estresses ambientais, tanto no seu habitat natural, como durante processos que visam a sua
inativacdo, como por exemplo, a exposicdo extensiva a concentracfes sub-inibitdrias de
antimicrobianos, ou estresses fisicos e quimicos comuns do processamento de alimentos, o que
contribui para o surgimento e propagacao de cepas de S. enterica resistentes a antimicrobianos
(HE et al., 2018; FONG; WANG, 2016).

Sorovares epidémicos de S. enterica sdo capazes de lidar com uma variedade de

estresses presentes no microambiente natural, durante o processamento de alimentos, na
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comercializac¢do, no armazenamento, bem como, durante sua passagem no trato gastrointestinal
do hospedeiro (KENYON; SPECTOR, 2011).

No hospedeiro, cepas de S. enterica sdo inicialmente desafiadas pelo pH &cido do
estdmago. As células que conseguem sobreviver ao entrar no intestino e devem lidar com
oxigénio reduzido, sais biliares, peptideos antimicrobianos, acidos fracos (produtos
metabdlicos da flora microbiana residente), aumento da osmolaridade e competicdo com
microrganismos residentes por nutrientes e espaco. As células de S. enterica capazes de se
adaptar e sobreviver a essas condicGes tipicamente colonizam e invadem a mucosa intestinal
do hospedeiro (SPECTOR; KENYON, 2012).

Essa exposicéo a estresses ambientais diversos e em particular ao conjunto de estresses
imposto durante a digestdo tem sido citada como um fator que contribui para a resisténcia de
patdgenos aos antibidticos (AL-NABULSI et al., 2015). Alem disso, tais exposi¢cdes podem
induzir mudancas fenotipicas e também induzir a protecdo cruzada contra uma série de
estresses, incluindo a resisténcia aos antibidticos (MCMAHON et al., 2007). Considerando
estes aspectos, 0 objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da exposicdo as condicOes
gastrointestinais simuladas em carne de frango, no perfil de resisténcia a antibioticos em cepas

de Salmonella enterica pertencentes a 15 distintos sorovares envolvidos em surtos alimentares.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 EPIDEMIOLOGIA DE Salmonella enterica

Bactérias do género Salmonella s&o bacilos gram-negativos, ndo formadores de esporos,
anaerdbios facultativos, mesofilos, sendo a maioria mével por meio de flagelos peritriquios e
pertencentes a familia Enterobacteriaceae (WAN NORHANA et al., 2010). O género
Salmonella ¢ classificado em duas espécies: S. enterica e S. bongori. S. bongori inclui 20
subespécies, enquanto S. enterica é dividida em seis subespécies: S. enterica, S. arizonae, S.
diarizonae, S. salamae, S. houtanae e S. indica (ISSENHUTH-JEANJEAN et al., 2014). Os
sorovares de maior relevancia clinica pertencem a S. enterica subespécie enterica
(MAGWEDERE et al., 2015). A subespécie S. enterica é dividida em mais de 2.500 sorovares
distintos classificados com base na caracterizagdo de seus antigenos sométicos (O) e flagelares
(H) (YACHISON et al., 2017).

Estima-se que a infeccdo por Salmonella enterica cause 93,8 milhdes de casos e 155.000
mortes em todo o mundo a cada ano (CDC, 2018). Aproximadamente 95% dos casos de
salmoneloses notificados em humanos estejam relacionados ao consumo de alimentos de
origem animal (MELO et al., 2017; LYNNE et al., 2015). Esta prevaléncia de matrizes
alimentares animais € um dos principais fatores de risco associados a surtos alimentares em
todo o mundo. Nos Estados Unidos, a cada ano mais de 300 Obitos sdo associados a
salmonelose, que responde também pela maior taxa de hospitalizacdo dentre as doencas de
origem alimentar (CDC, 2018). No Brasil, segundo dados da Secretaria de vigilancia em salde,
do total de surtos notificados entre os anos de 2000 a 2015, 14,4% estavam associados a S.
enterica. Globalmente as melhores estimativas colocam os casos de salmonelose de origem
alimentar em 80,3 milhdes de acometidos (BRASIL, 2015; CDC, 2018).

A disseminacéo dos sorovares de S. enterica pode ocorrer por inimeras vias, incluindo
os alimentos. A eliminagdo intermitentemente de S. enterica nas fezes de animais representa
uma importante fonte de contaminacdo para agua e alimentos (KINGSLEY et al., 2002). A
salmonelose tem sido associada ao consumo de uma variedade de produtos alimenticios, como
queijos (FERRARI et al., 2013), frutas e hortalicas minimamente processadas (FISTAND et
al., 2012; FOLEY et al., 2011) e carne bovina (ROWLANDS et al.,, 2014). Contudo, o0s
alimentos podem ser contaminados em qualquer ponto da cadeia alimentar desde a producao

até o processamento, distribuicéo, preparacdo e consumo (CDC, 2015).
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Geralmente, infeccOes gastrointestinais causadas por S. enterica séo gastroenterites
autolimitadas, que nao requerem antibioticoterapia. O individuo infectado apresenta quadros de
diarreia, febre, colicas abdominais, e /ou vomitos (WHO, 2016). Entretanto, em pacientes
imunocomprometidos, idosos, criangas ou pacientes com outras co-morbidades a infeccao pode
agravar-se causando doenca sisttmica (CORDEIRO et al., 2013).

Por se tratar de patdgeno de origem alimentar, Salmonella deve resistir aos varios niveis
de defesa durante a patogénese dentro de um hospedeiro. Ao ser ingerida em alimentos, ou dgua
contaminada, inicialmente as células sdo desafiadas pela exposicdo ao pH acido do estémago.
As células sobreviventes que entram no intestino devem ainda superar obstaculos como
oxigénio reduzido, sais biliares, os peptideos antimicrobianos, acidos fracos (produtos
metabolicos da flora microbiana residente), aumento da osmolaridade, e competicdo com
microrganismos residentes por nutrientes (SPECTOR e KENYON, 2012; YANG et al., 2014)
Diversos sorovares de S. enterica sdo capazes de se adaptar e sobreviver nestas condigdes
colonizando e invadindo a mucosa intestinal do hospedeiro (RYCHLIK e BARROW, 2005).

Apds a colonizacgdo, a bactéria invade as células do tecido epitelial. A passagem da
bactéria através da parede intestinal ocorre por transcitose, fendmeno caracterizado pela invaséao
de enterdcitos, ou células M na porcédo apical, migracdo para a porcao basolateral e exocitose
para o interior do espaco intersticial da Iamina propria (MULLER et al., 2012). Ao alcancar a
lamina propria, as células de Salmonella sdo fagocitadas por diferentes células (macréfagos,
células dendriticas e polimorfonucleares), disseminando-se rapidamente atraves dos linfonodos
eferentes e mesentéricos, atingindo baco, figado, medula éssea por meio da circulacéo linfatica
e sanguinea pela via hematdgena (ALVAREZ-ORDONEZ et al., 2015). O estabelecimento da
salmonelose, bem como sua gravidade, varia de acordo com o sorovar envolvido e com a
competéncia dos sistemas de defesa especificos e inespecificos do afetado (CAMPQOS, 2002).

Alguns sorovares sdo citados como prevalentes, porém a prevaléncia de um sorovar
especifico pode ser alterada pela disponibilizacdo de um novo nicho ecol6égico quando um
sorovar especifico é controlado (KOTTWITZ et al., 2010). Os dois sorovares mais comumente
relatados nos casos de surtos de origem alimentar em humanos foram durante longo periodo S.
Enteritidis e S. Typhimurium (CDC, 2015; YADAV et al., 2016), embora S. Enteritidis e S.
Typhimurium ainda sejam prevalentes. Nos Estados Unidos, estima-se que anualmente, S.
Typhimurium é responsavel por 1.821 doencas e 197 hospitaliza¢des nos (WANG et al., 2017),
porém, S. Enteritidis tem sido o mais frequentemente envolvido em casos de salmonelose

humana (CDC, 2018). S. Heidelberg também tem sido frequentemente envolvida em surtos
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relacionados a frango e ovos (CDC, 2018). Os alimentos mais envolvidos em salmonelose na
Europa incluem ovos e derivados, produtos de confeitaria e carnes (EFSA, 2018).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia em Satde (ANVISA) e o Sistema de
Vigilancia Alimentar e Nutricional Brasileiro (SISVAN) referem-se a S. enterica como um dos
agentes etioldgicos mais comuns de doencas veiculadas por alimentos (BRASIL, 2016a;
BRASIL, 2017). Até o inicio de 1990, no Brasil, S. Enteritidis foi raramente encontrado em
infeccdes humanas, sendo nesta época, S. Typhimurium o sorovar prevalente. A partir de 1993,
houve aumento significativo da ocorréncia de S. Enteritidis tanto em amostras humanas quanto
ndo humanas (ALMEIDA et al., 2017). Vérios estudos demonstraram que S. Enteritidis foi
predominante em surtos de alimentos que ocorreram na regido sul do Brasil (ALMEIDA et al.,
2017). O sorovar S. Infantis também tem sido isolado no Brasil a partir de fezes de pacientes
envolvidos em surtos e alimentos, incluindo maionese, carne de aves de capoeira, entre outros
(FONSECA et al., 2006).

Em 2016, a Organizacdo Pan-americana de Saude (OPAS) elencou 13 zoonoses
prioritarias, dentre as quais a salmonelose destaca-se como a infeccdo bacteriana mais

relacionada a resisténcia a antibioticos (OPAS, 2016).

2.2 ANTIBIOTICOS DE USO NA CLINICA HUMANA E VETERINARIA

Antibidticos sdo compostos naturais ou sintéticos classificados como bactericidas,
quando causam a morte do microrganismo, ou bacteriostaticos, quando promovem sua inibicao
(WALSH, 2009). Os antibidticos naturais sdo substancias produzidas por microrganismos
(bactérias, fungos e actinomicetos) que inibem o crescimento microbiano. Ja, os antibidticos
sintéticos podem ser produzidos unicamente através de processos de sintese quimica ou através
de culturas de microrganismos que séo posteriormente modificadas quimicamente (antibioticos
semi-sintéticos) (GRENNI et al., 2018)

Os antibioticos de origem natural e seus derivados semi-sintéticcos compreendem a
maioria dos antibidticos em uso clinico e podem ser classificados em [-lactamicos,
tetraciclinas, aminoglicosideos, macrolideos, lipopeptideos, entre outros (lincosamidas,
cloranfenicol, rifamicinas etc). J& os antibidticos de origem sintética sdo classificados em
sulfonamidas, fluoroquinolonas e oxazolidinonas (GUIMARAES et al, 2010). Na sequéncia
sdo apresentados os principais aspectos de diferentes classes de antibioticos utilizados na clinica

humana e veterinaria.
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2.2.1 p-lactamicos

Os pB-lacttmicos compreendem uma classe ampla de antibidticos, incluindo as
penicilinas, cefalosporinas, carbapenemos e os monobactamicos utilizados no tratamento
terapéutico de infeccBes bacterianas, sdo caracterizados por sua alta eficacia terapéutica e baixa
toxicidade. (GUIMARAES et al., 2010). Estruturalmente B-lactamicos tém um elemento
estrutural farmacoforico em comum, o anel azetidinona de quatro membros, ou anel f-
lactamico (Figura 1) (SUAREZ; GUDIOL, 2009). Estruturas ligadas diretamente ao anel B-
lactdmico comum diferenciam penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e carbapenemos e
os demais radicais presentes nas cadeias laterais caracterizam cada representante desses grupos
(GUERRERO et al., 2014).

Figura 1. Representacao do anel azetidinona presente em antibidticos do grupo B-lactamicos.
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Fonte: Guimaraes et al., 2010.

Quatro mecanismos de resisténcia aos -lactdmicos tém sido descritos: 1) alteragdo das
proteinas ligadoras de penicilina PBPs, as quais sdo responsaveis pela ligacdo cruzada do
peptideoglicano da parede celular 2) alteragdo da permeabilidade da membrana externa
bacteriana, 3) efluxo ativo do antimicrobiano pela célula, 4) produgao de enzimas  —lactamases
(LLARRULL et al., 2010) As P -lactamases quebram o anel B -lactamico por acdo de grupo
éster de serina, formando uma ligacdo covalente acil-éster e outras por meio de grupo
dependente de zinco, denominadas metalo- 3 -lactamases, pois 0 ataque ao anel  lactamico é
feito pelo zinco no sitio ativo da enzima (DZIDIC et al., 2008).

As B-lactamases constituem um grupo diverso de enzimas e podem ser classificadas de
acordo com sua estrutura, sua funcionalidade e seus substratos especificos. Dentre as f-

lactamases destacam-se as [-lactamases de Espectro Estendido (ESBL) freqlientemente
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encontradas em algumas espécies de bactérias Gram-negativas, as quais estdo fortemente
implicadas na resisténcia aos antibidticos do grupo B- lactdmicos (EFSA, 2011).

As ESBLs sdo capazes de hidrolisar as penicilinas, cefalosporinas e os monobactamicos,
ndo hidrolisando, porém, os carbapenemes e as cefalosporinas de quarta geracdo (LIEBANA et
al., 2013). Além disso, os plasmideos que carregam o0s genes codificados de ESBLs
frequentemente contém também genes de resisténcia a outros antibidticos como,
aminoglicosideos, sulfonamidas e tetraciclinas (EFSA, 2011). Uma estratégia eficaz para
ampliar a acdo destes antibidticos € a utilizacdo de compostos inibidores de 3- lactamases, que
sdo estruturalmente semelhantes as penicilinas, contendo a ligagao amida do grupo B-lactamico
e uma cadeia lateral modificada, apresentando uma estrutura biciclica, ligando-se de forma
irreversivel as B-lactamases e inativando-as (LLARRULL et al., 2010).

As penicilinas sdo antibidticos naturais, obtidos a partir de variedades do fungo
Penicillium. Possui em sua estrutura o anel B-lactamico, o anel tiazolidina e uma cadeia lateral.
Sendo ativas contra varios bacilos e cocos Gram-positivo e Gram-negativo. Mas as penicilinas
tém diversas desvantagens, principalmente pelo fato de serem suscetiveis a acdo das beta-
lactamases e pela sua rapida eliminacédo pelo organismo (GRUMACH e FERRARONI, 2006).

A Ampicilina € um derivado semi-sintético do acido 6-aminopenicilanico, sintetizado
a partir de modificagdes na cadeia lateral das penicilinas naturais. As modificagcfes estruturais
na cadeia lateral das penicilinas naturais modularam a estabilidade em meio &cido, a
estabilidade frente as p-lactamases e, o espectro de acdo frente a bactérias Gram negativas
(GUIMARAES et al., 2010).

O maior nimero de antibio6ticos p-lactdmicos em uso clinico pertencem a classe das
cefalosporinas, que séo subdivididas em cefalosporinas de primeira, segunda, terceira e quarta
geracOes, em funcdo do espectro de acdo frente a bactérias Gram negativas, que devido a
natureza mais complexa da parede celular sdo mais resistentes a ac&o de antibi6ticos (SUAREZ;
GUDIOL, 2009).

A ceftriaxona € uma cefalosporina de terceira geracdo, semi-sintética, muito usada
atualmente. E uma droga que age inibindo a sintese da parede microbiana, possuindo amplo
espectro de agédo contra bactérias gram-negativas, possui relativa estabilidade na presenca de f3-
lactamases (SILVA et al., 2014).

A cefepima é uma cefalosporina de quarta geracdo, conserva a agdo sobre bactérias
gram-negativas, incluindo atividade antipseudomonas, além de apresentar atividade contra
cocos gram-positivos, especialmente Staphylococcus, Streptococcus dos grupos A e B,

Streptococcus pneumoniae (exceto os com elevada resisténcia a penicilina). Sua atividade
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contra bacilos gram-negativos abrange E. coli, Proteus mirabilis, Salmonella, Shiguella,
Klebsiella, Moraxella, Citrobacter, Enterobacter, Haemophilus influenzae, Serratia, além de
Pseudomonas aeruginosa. Ndo tem acdo sobre anaerdébios do grupo Bacteroides fragilis. Além
disso, a cefepime € uma alternativa ao uso dos carbapenémicos devido a sua maior estabilidade
contra as ESBLs (RAMPHAL e AMBROSE, 2006).

2.2.2 Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos sao antibidticos constituidos por dois ou mais amino-agucares
unidos por ligacéo glicosidica a hexose ou amino-ciclitol, que habitualmente esta em posicéo
central. Sdo antimicrobianos produzidos por cepas de Streptomyces spp., Micromonospora spp.
e Bacillus spp. (GUIMARAES et al., 2010).

Os aminoglicosidicos apresentam efeito bactericida, por interagirem com a superficie
celular de maneira passiva e sem gasto de energia. O aminoglicosideo se liga a estruturas
carregadas negativamente na parede celular e competitivamente desloca Ca?* e Mg?* formando-
se “buracos” na parede celular e alterando a permeabilidade seletiva. O transporte através da
membrana celular é dependente de energia, ocorrendo em duas fases. A energia utilizada é
gerada pelo transporte de elétrons para manter o potencial transmembrana. Uma vez no interior
da célula, os aminoglicosideos se ligam a subunidade 30S do ribossomo, diminuindo a sintese
proteica e levando a leitura incorreta do RNA mensageiro, causando alteracdo no
funcionamento da membrana celular e consequentemente ocorre a saida de constituintes
essenciais para o funcionamento da célula, o que provoca a morte celular (DURANTE et al.,
2009). Os aminoglicosideos mais conhecidos sdo: estreptomicina, neomicina, amicacina,
gentamicina, canamicina, tobramicina, netilmicina, aprimicina e espectinomicina (BECKER,
COOPER, 2013).

Aminoglicosideos compreendem uma classe terapeutica essencial, porém devido ao seu
potencial ototoxico, nefrotoxicidade e de bloqueio muscular devem ser utilizados com cautela.
O uso clinico estd associado, de maneira geral, ao combate de infec¢Ges provocadas por
bactérias gram-negativas e bactérias gram-positivas, tanto em humanos quanto em animais (uso
veterinario) sendo sua principal via de administracdo a parenteral (SANTOS, 2014).

A gentamicina foi isolada em 1962 (Figura 2) a partir de duas espécies de bactérias
pertencentes ao género Micromomospora. E um antibi6tico amplamente utilizado no tratamento
de infeccBes hospitalares por Enterorobacteriaceae e P. aeruginosa. Também possui larga

aplicacdo no tratamento veterinario, podendo-se destacar o uso para o tratamento de mastites
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em bovinos (TAN et al., 2009). J& a canamicina € um antibi6tico utilizado para tratar uma
grande variedade de infec¢des (Figura 3), porém, seu uso € restrito devido a sua elevada
capacidade de provocar efeitos colaterais, tais como, perda de audicédo, toxicidade para os rins

e reacOes alérgicas (ZHU et al., 2012).

Figura 2. Estrutura quimica da gentamicina.
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Figura 3. Estrutura quimica da canamicina.
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2.2.3 Tetraciclinas

Tetraciclinas possuem amplo espectro de acdo frente a diversas bactérias Gram positivas
e Gram negativas Representam uma importante familia farmacoldgica e incluem antibioticos
naturais (por exemplo clortetraciclina, oxitetraciclina, tetraciclina e demeclociclina) e
semissintéticos (por exemplo metaciclina, doxiciclina, minociclina, limeciclina, rolitetraciclina,
tigeciclina, PTK 7906) derivados de diferentes espécies de Streptomyces (THAKER et al.,
2010).
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As tetraciclinas inibem a sintese de proteinas através da ligacdo com a subunidade 30S
dos ribossomos, impedindo a ligagdo do aminoacil-tRNA. Como resultado, a adi¢cdo de novos
aminoéacidos para 0 aumento da cadeia proteica € bloqueada e a liberacao de proteinas € inibida
(GOODMAN; GILMAN'S, 2008).

A estrutura quimica das tetraciclinas contém um ndcleo central de octa hidronaftaceno
e uma grande variedade de grupos funcionais que juntam os quatro anéis da estrutura. A
estrutura mais simples que mostra a atividade antimicrobiana é a 6-desoxi-6-dimetiltetraciclina
(Figura 4). O grupo C4 dimetilamino do anel A confere as propriedades antibidticas
(ALVAREZ; OTEO, 2010).

Figura 4. Estrutura quimica da tetraciclina.
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Fonte: Goodman, Gilman's, 2008.

O uso desta classe na terapia antibidtica tem diminuido, devido ao aumento de
resisténcia bacteriana. Além disso, sua indicacdo ndo é recomendada para criancas e gestantes,
pois as tetraciclinas podem se acumular em dentes e ossos em formacdo, uma vez que, a
estrutura quimica desses antibioticos apresenta diversas possibilidades de ligacdo e forma com
grande facilidade, complexos metalicos (GUIMARAES et al., 2010).

2.2.4 Fenicois

Os fenicois sdo uma familia de antibidticos de amplo espectro, compostos de
cloranfenicol e andlogos sintéticos de tianfenicol e florfenicol (ECCD, 2003). Estes antibidticos
exercem a sua atividade antimicrobiana inibindo a sintese de proteinas bacterianas no nivel

ribossomico, ligando-se reversivelmente a proteina L16 localizada na subunidade 50S. Esta
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proteina faz a mediacdo da ligagdo do tRNA a enzima peptidiltransferase e, portanto, seu
blogueio impede a formacao de ligagdes peptidicas. (SCHWARZ et al., 2004).

O cloranfenicol é um antimicrobiano de amplo espectro, predominantemente
bacteriostatico e ativo contra gram positivos, gram negativos (VAN HOEK et al., 2011). Este
antibiodtico possui alto grau de lipossolubilidade o que em conjunto com a sua baixa ligagdo a
proteinas e baixo peso molecular proporciona excelente difusdo em tecidos e fluidos e barreiras
biolégicas (CARVALHO, 2002). Quanto ao seu mecanismo de a¢do, além da acdo de boqueio
da sintese proteica, o cloranfenicol também pode impedir a ligacdo do mRNA ao ribossomo,
fixando-se na fracdo 30S do ribossomo, competindo com o acido nucleico (TAVARES, 2001).

A resisténcia bacteriana ao cloranfenicol é mediada por plasmideos, devido a presenca
da enzima cloranfenicol acetiltransferase, que catalisa uma reacdo que modifica 0s grupos
hidroxil do antibidtico. Outros mecanismos de resisténcia incluem permeabilidade reduzida da
membrana celular bacteriana, capacidade alterada de ligacdo na subunidade ribossomica 30S e
inativagéo por nitrorredutases (RIVIERE; PAPICH, 2003).

2.2.5 Sulfonamidas e Trimetropim

As sulfonamidas sdo derivadas do &cido sulfanilico e caracterizadas por um grupo de
sulfanilamida comum e um anel heterociclico de cinco ou seis membros (Figura 5). As
sulfonamidas possuem similaridade estrutural com o 4cido p-aminobenzdico. Seu principal
mecanismo de acdo antimicrobiana é a inibicdo da enzima dihidropteroato sintetase. Essa
enzima é responsavel pela sintese de hidrofolato, um intermediario da sintese bacteriana de
acido félico, importante na sintese de purinas (que sdao indispensaveis na sintese do DNA)
(ALCAINE et al., 2007).

O grupo das sulfonamidas compreende seis farmacos principais: sulfanilamida,
sulfisoxazol, sulfacetamida, acido para-aminobenzéico, sulfadiazina e sulfametoxazol, sendo
este ultimo de consideravel importancia clinica pois possuem um amplo espectro de acdo tanto
contra Gram-negativos como Gram-positivos (BRASIL, 2016b). O sulfametoxazol (SMX), 4-
amino-N-(5 metilisoxazol-3-il) benzeno sulfonamida (Figura 5), € um antibidtico de amplo
espectro que inibe competitivamente a enzima bacteriana dihidropteroato-sintetase (NGUYEN
DANG GIANG et al., 2015).
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Figura 5. Estrutura quimica do sulfametaxazol.

0% R

H.N
Fonte:"(;uimarées et al., 2010.

O sulfametaxazol € utilizado em combinacdo sinérgica com a trimetoprima. A
trimetoprima (TMP), 5-[(3,4,5-trimetoxifenil)metil]-2,4- pirimidinodiamaina (Figura 6), é um
derivado das diaminopirimidinas pertencente a classe de agentes quimioterapéuticos
conhecidos como inibidores da dihidrofolato redutase, enzima que catalisa a conversédo do acido
di-hidrofélico em acido tetrahidrofélico. Essa associacdo produz uma atividade antibacteriana
sinérgica devido ao blogueio do metabolismo de &cido fdlico que provoca uma queda na sintese
de proteica bacteriana (ALCAINE et al., 2007).

Figura 6. Estrutura quimica do trimetoprima.
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A introducdo da associacdo sulfametaxazol/trimetropim constituiu um importante
avanco no desenvolvimento de farmacos antimicrobianos clinicamente eficazes. Esta
combinacdo é indicada no tratamento de infecgdes do trato respiratorio superior e inferior, no
tratamento de infec¢bes do trato urinario e renal, infecgdes gastrintestinais e outras infeccoes
bacterianas (MORAIS E SILVA, 2017). Esta associacdo também é muito utilizada em
profilaxia veterinaria de infeccdes (NGUYEN DANG GIANG et al., 2015).

2.2.6 Quinolonas
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O é&cido nalidixico foi a primeira quinolona sintetizada acidentalmente em 1960, a partir
de um composto secundario da sintese de um agente antimalarico denominado cloroquina
(HIGGINS et al., 2003). Desenvolvido a partir do acido 7-cloro-1-etil-1,4-diidro-4-oxo-3-
quinolina-3-carboxilico, o acido nalidixico foi usado de forma limitada na pratica clinica
devido ao seu baixo espectro de acao, baixo nivel plasmatico e toxicidade. Particularmente, seu
uso era fvoltado para o tratamento de infecgdes leves do trato urinario e gastroenterites causadas
por bactérias Gram-negativas (VAN BAMBEKE et al., 2005). Entretanto o aumento da
resisténcia de algumas bactérias, como por exemplo S. enterica limitou drasticamente o0 uso
deste agente terapéutico (VELHNER et al., 2014). Entretanto, a partir da manipulacdo do
nacleo quinolénico, moléculas com maior atividade antimicrobiana, maior espectro de acédo e
baixa toxicidade foram sintetizadas, tais como, acido piromidico, &cido pipemidico e a
cinoxacina (NABER, 2001). Na década de 1980, ap0s intensas pesquisas realizadas a partir das
quinolonas primarias, originaram as denominadas quinolonas de segunda geracdo, as
fluoroquinolonas (VELHNER et al., 2014).

Quimicamente, as fluoroquinolonas diferem das demais quinolonas pela inser¢do do
atomo de fldor na posigdo 6 (Re) do anel quinol6nico e um grupo piperazinil 7 (R7). Essa
inovacdo aumentou a capacidade de penetracdo na célula bacteriana, levou a uma satisfatéria
absorcéo e menor toxicidade, e consequentemente ampliou o espectro de acao e atividade contra
microrganimos gram-negativos e gram-positivos (FABREGA et al., 2009).

A atividade antibacteriana das quinolonas e das fluoroquinolonas esta relacionada a
inibicdo de duas enzimas responsaveis e essenciais a replicacdo e transcricdo do DNA
bacteriano: a DNA girase, também conhecida como topoisomerase | e topoisomerase IV
presentes respectivamente em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Estas enzimas séo
responsaveis por produzirem um super novelo negativo no DNA, permitindo a transcri¢do do
DNA bacteriano (PRIMANI, 2014).

Denominada quimicamente fluoroquinolona, a ciprofloxacina ou acido 1-ciclopropil-6-
fluor-1,4-dihidro-7-(piperazinil)-4-oxoquinolona-3-3carboxilico (Figura 7), é considerada uma

das mais potentes fluoroguinolonas disponiveis (PRIMANI, 2014).

Figura 7. Estrutura quimica da ciprofloxacina.
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Fonte: Fabrega et al., 20009.

Disponivel em formulacdo parenteral e oral, a ciprofloxacina apresenta um perfil
farmacocinético melhorado, possui uma capacidade elevada de atingir a concentracdo
terapéutica plasmatica e uma maior penetragdo tecidual, devido ao seu grande volume de
distribuicdo (SHARMA et al., 2010).

2.2.7 Polimixina

Polimixinas séo originadas dos peptideos (lipopetideos ciclicos) ndo ribossomais e
constituem um grupo de cinco substancias intimamente relacionadas, que receberam o nome de
polimixinas A, B, C, D e E, sendo esta ultima chamada de colistina, produzida pelo Bacillus
colistinus. Somente as polimixinas B e E sé&o utilizadas clinicamente, em virtude da grande
toxicidade das demais (VELKOQOV et al., 2010).

As polimixinas atuam primariamente nas membranas externa citoplasmatica, com acéo
semelhante a detergentes catidnicos simples. Ligam-se a componentes do envelope celular
como fosfolipideos e lipopolisacarides (LPS), deslocando competitivamente os ions Ca e Mg
que agem como estabilizadores da membrana, provocando ruptura da mesma, levando a perda
do contetdo celular e ocasionando morte da bactéria (KATZUNG, 2007).

Polimixina B é uma mistura de sulfatos de polipeptideos contendo quatro componentes
relacionados, polimixina B1 a B4, sendo a maioria dos componentes a polimixina Bl e
polimixina B2 que contém os &cidos graxos 6-metiloctanoico e 6-metilheptanoico,
respectivamente. Os quatros componentes diferem entre si apenas pelo acido graxo (ELIAS,
2010). Trata-se de um antibidtico anfipatico, conferindo, assim, uma propriedade de
distribuicdo boa em ambientes aquosos ou ndo aquosos, o que resulta em boa solubilidade em
agua ou sangue, e em membranas lipidicas procaridticas e eucarioticas (MOSTARDEIRO,
2009). A polimixina B ¢ ativa contra bactérias Gram negativas (TUON et al., 2014).
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2.3 RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS EM Salmonella enterica

A crescente resisténcia aos antibidticos dos sorovares de S. enterica é relatada pela
Organizacao mundial da satude como um grave problema de saude publica (WHO, 2014), pois
pode comprometer a eficacia clinica dos antibioticos de eleicdo para o tratamento de
salmoneloses (MOLINA-GONZALEZ et al., 2014).

Na industria de alimentos, 0 uso extensivo e indiscriminado de concentragdes sub-
inibitérias de biocidas como aditivos alimentares, descontaminantes ambientais ou
desinfetantes para controlar micro-organismos patogénicos, tém conduzido um “efeito
obstaculo” que tem sido associado ao aumento da tolerancia nos micro-organismos (CAPITA,;
ALONSO-CALLEJA, 2013; ALONSO-HERNANDO et al., 2009). Além disso, agentes
antimicrobianos sdo rotineiramente administrados aos animais de producdo, por meio de
alimentos ou da agua potavel, ou por injecdo, para o tratamento e prevencdo de doencas. Esses
gentes antimicrobianos em doses baixas e sub-terapéuticas sdo muitas vezes utilizados como
promotores de crescimento para melhorar a eficiéncia da alimentag&o e promover o crescimento
dos animais (MOLE, 2013; PRUDEN et al., 2013). Consequentemente, devido a exposi¢cdo
continuada a estes agentes, patdégenos anteriormente sensiveis podem tornar-se resistentes e
adquirir a capacidade de sobreviver mesmo na presenca de um antibidtico para o qual
anteriormente apresentava suscetibilidade (MARSHALL E LEVY, 2011).

Diversos agentes antimicrobianos utilizados na medicina veterinaria estdo intimamente
relacionados com os medicamentos importantes utilizados na assisténcia a salide humana.
Assim, o surgimento e a propagacado de bactérias resistentes a essas drogas limitam as opcdes
terapéuticas para doencas humanas e podem causar doenca prolongada, deficiéncia grave, e até
mesmo a morte (MARSHALL E LEVY, 2011; MOLE, 2013). Neste cenério, 0 monitoramento
da resisténcia aos antibioticos dos micro-organismos patogénicos de origem alimentar €
essencial, tendo em vista que a antibioticoterapia é necessaria nos casos graves de infeccdes
gastrointestinais e infeccgdes sistémicas (REDDY et al., 2010).

Em S. enterica o desenvolvimento de resisténcia aos agentes antimicrobianos é atribuido
a diversos mecanismos como: mudangas na permeabilidade da parede celular bacteriana, as
quais restringem o acesso do agente antimicrobiano ao alvo; efluxo ativo do agente
antimicrobiano do interior da célula bacteriana; modificacdo enzimatica do agente
antimicrobiano; degradacdo do agente antimicrobiano; aquisicdo de uma via metabdlica
alternativa aquela inibida pelo antimicrobiano; modificacdo no alvo do agente antimicrobiano;

superproducdo da enzima alvo (VAN HOEK et al., 2011). Os mecanismos desenvolvidos estdo
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intimamente relacionados com o mecanismo de agdo dos antibidticos (GOODMAN;
GILMAN'S, 2008; TENOVER, 2006), que por sua vez, sdo classificados de acordo com o seu
mecanismo de acdo conforme descrito no topico anterior (2.2).

Uma particular atencdo tem sido dedicada ao aumento de resisténcia de S. enterica as
quinolonas de segunda geracéo, devido a seu amplo uso na terapia de infeccdes de S. enterica
(MACIAS-FARRERA et al.,, 2018). Genes de resisténcia contra beta-lactamicos (32 e 42
geracdo) e fluoroquinolonas, que s@o agentes antimicrobianos importantes na clinica humana,
ja foram identificados em muitas exploragdes pecuarias, e em particular na industria avicola
(EFSA, 2011). Anélises genéticas de cepas bacterianas que possuem genes de resisténcia
isoladas de animais de fazenda e de seres humanos possuem fortes semelhancas
(LEVERSTEIN-VAN HALL etal., 2011).

Alcaine et al. (2016), avaliaram os niveis de resisténcia a antibioticos de 91 isolados de
Salmonella spp. de 172 amostras de aves de capoeira de 06 fazendas distintas frente
amoxicilina, cloranfenicol, ciprofloxacina, cefotaxima, gentamicina, canamicina, acido
nalidixico, estreptomicina, sulfonamidas, tetraciclinas e trimetoprim. As taxas de resisténcia de
isolados de Salmonella spp. foram amoxicilina (64%), cloranfenicol (82%), ciprofloxacina
(73%), cefotaxima (0%), gentamicina (0%); canamicina (18%), &cido nalidixico (73%),
estreptomicina (55%), sulfonamidas (73%), tetraciclina (73%), e trimetoprim (64%). A multi-
resisténcia foi observada em 82% dos isolados de Salmonella spp.

Em outro estudo, Cui et al. (2016), investigaram a prevaléncia de Salmonella spp. em 9
fases distintas da cadeia de abastecimento de frango de corte na China e testaram a resisténcia
dos isolados frente antibidticos. Um total de foram recolhidas durante agosto e setembro de
2013 em toda a cadeia de fornecimento de frangos de corte. No total de 172 Salmonella spp. a
partir de 1148 amostras, 166 eram resistentes a um ou mais antibidticos testados. A maior taxa
de resisténcia foi de acido nalidixico (88,95%), seguido de ampicilina (76,16%), enquanto que
a resisténcia a outros agentes antimicrobianos foi relativamente baixa: doxiciclina, 34,88%;
cefazolina, 29,07%; trimetoprim/sulfametoxazol, 22,67%; gentamicina, 20,93%; cloranfenicol,
14,53%; amoxicilina/acido clavulanico, 8,14%; ceftazidima, 4,07%; ciprofloxacina, 1,16%; e
meropenem, 0,58%.

Para o monitoramento e controle da disseminacdo de cepas multi-resistentes de S.
enterica é fundamental entender os mecanismos responsaveis pelo desenvolvimento da
resisténcia aos antibioticos. A capacidade de S. enterica de sobreviver durante a exposi¢do a
estresses ambientais e impostos pelo hospedeiro ap6s ingestdo do alimento contaminado tem

sido citada como um fator que contribui para a resisténcia de patdgenos aos antibioticos
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(ALVAREZ-ORDONEZ et al., 2015; AI-NABULSI et al., 2015). Particularmente a resposta
ao estresse acido parece estar implicada na tolerdncia bacteriana a outros estresses e aos
antimicrobianos. Esta reposta é especialmente importante para cepas epidémicas de S. enterica
porque as células ja expostas a diversos estresses durante o processamento d ealimentos serdo
desafiadas com o estresse do &cido estomacal (SKANDAMIS et al., 2008) e implicacdo destas

respostas pode impactar na resposta a antibioticoterapia.

2.3.1 Resposta a estresses em Salmonella enterica

As bactérias sdo continuamente expostas a estresses ambientais, tanto no seu habitat
natural, como no contexto de processos de intervencdo que visam a sua inativacdo. A partir de
uma perspectiva de microbiologia alimentar, "o stress bacteriano™ é geralmente definido como
uma condicdo insuficiente para assegurar a morte bacteriana, porém que causa injarias sub-
letais as células (WESCHE et al., 2009).

Condicbes de crescimento ideais como quantidade de nutrientes, temperatura de
crescimento, pH, niveis de oxigénio e niveis de soluto sdo de grande importancia para o
desenvolvimento bacteriano. No entanto, a variacdo em qualquer um destes parametros, muito
acima ou abaixo dos valores 6timos, ird perturbar a taxa de crescimento méxima e, por
conseguinte, representa estresse a célula microbiana (SPECTOR; KENYON, 2012).

Sorovares epidémicos de S. enterica sdo capazes de lidar com uma variedade de
estresses presentes no microambiente natural, durante o processamento de alimentos, na
comercializa¢do, no armazenamento, bem como, durante sua passagem no trato gastrointestinal
do hospedeiro (KENYON; SPECTOR, 2011).

Quando ingeridos por meio de alimentos contaminados, no hospedeiro, sorovares de S.
enterica, encontram primeiro o pH acido do estdmago, e posteriormente ao entrar no intestino
e devem lidar com oxigénio reduzido, sais biliares, peptideos antimicrobianos, acidos fracos
(produtos metabolicos da flora microbiana residente), aumento da osmolaridade e competicéo
com microrganismos residentes por nutrientes e espaco. Sorovares capazes de se adaptar e
sobreviver a essas condicOes tipicamente colonizam e invadem a mucosa intestinal do
hospedeiro (SPECTOR; KENYON, 2012). As bactérias quando expostas a esses estresses
podem desenvolver a capacidade de adaptacéo e resisténcia a exposicdes subsequentes mais
extremas, denominada “protecdo cruzada”. A protecdo cruzada a antibioticos, que resulta na
resisténcia frente a estes agentes pode ocorrer por meio de ajustes fisioldgicos, fenotipicos e
genotipicos (DOYLE et al., 2006; DEPARDIU et al., 2007; McCMAHON et al., 2007), porém
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pouco € descirot sobre a protecdo cruzada a antibidticos em decorréncia de respostas a
estresses. A exposi¢do ao acido tem sido relatada como um estresse importante e comumente
encontrado pelos patdgenos de origem alimentar, que pode conferir protecdo cruzada a outros
tipos de estresse, como, a exposicdo a grandes quantidades de sais, temperaturas elevadas,
peroxidos e &cidos organicos (LUES; THERON, 2011; HUMPHREY, 2004; XU et al., 2008).
Estas respostas durante a exposicdo a estresses subletais resultam em alteragcbes nas
caracteristicas de viruléncia de patdgenos transmitidos por alimentos, o que constitui uma
preocupacdo importante entre microbiologistas de alimentos, processadores de alimentos e
legisladores (THERON; LUES, 2007; PEREZ; GROISMAN, 2014). A capacidade de
adaptacdo rapida as alteraces ambientais e as respostas a mudancgas ambientais sdo essenciais
para a sobrevivéncia e viruléncia de S. enterica (SHEN; FANG, 2012; SILVA-ANGULO et al.,
2014).

Em resposta aos estresses, as bactérias sdo capazes de induzir sistemas de reparacao
celular como mudanca da composicéo lipidica da membrana celular, modificando a fluidez da
membrana (LADO; YOUSEF, 2000; YUK; MARSHALL, 2004; YANG et al., 2014).
AdaptacGes fenotipicas decorrentes da expressdo de proteinas de choque podem induzir
“protecdo cruzada” contra os antibioticos (BEALES, 2004).Regulacdo negativa dos sitios de
ligacdo da parede celular em resposta a estresses ambientais como, pressdo osmotica e estresse
acido (McMAHON et al., 2007) e alteracdo da expressdo génica também pode contribuir para
reduzir a susceptibilidade de patdgenos aos antibioticos (ADAMS, 2004; BIKELS-GOSHEN
et al., 2010). A ativagdo de fatores sigmas alternativos, tais como oS e oH capazes de regular a
expressdo de genes especificos em resposta ao estresse é reconhecida como uma das respostas
mais importantes para garantir a sobrevivéncia de Salmonella spp. (YANG et al., 2014).
Respostas adaptativas ja foram relatadas em diversos sorovares de S. enterica, como por
exemplo, S. Typhimurium, S. Agona, S. Anatum, S. Enteritidis, S. Gaminara, S. Heidelberg,
S.Javiana, S. Mbandaka, S. Michigan, S. Montevideo, S. Pomona, S. Saintpaul, S. Senftenberg,
e S. Typhi (ALVAREZ-ORDONEZ et al., 2011).

Nesse contexto, celulas previamente expostas a condicOes de estresse sub-letal podem
apresentar uma maior capacidade de respostas em ambientes potencialmente desfavoraveis,
aumentando a probabilidade de sobrevivéncia no hospedeiro para o desenvolvimento da
patogénese especifica (SPECTOR; KENYON, 2012). Considerando que a capacidade das
bactérias patogénicas para resistir a condigdes ambientais adversas representa um determinante
presuntivo de seu potencial de viruléncia, a avaliagdo das respostas de tolerancia ao estresse de

patogenos bacterianos de origem alimentar € de interesse académico e da industria de alimentos
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(ALVAREZ-ORDONEZ et al., 2015). Entretanto pouco se sabe acerca da influéncia que a
exposicdo as condicdes do trato gastrointestinal pode ter sobre a suceptibilidade/resisténcia a

antibioticos de uso clinico humano e veterinario.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DE EXECUCAO

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Processos Microbianos em
Alimentos, Departamento de Engenharia de Alimentos, Centro de Tecnologia, Universidade
Federal da Paraiba (UFPB), Campus I, Jodo Pessoa — PB.

3.2 CEPAS TESTE, INOCULO E CONDICOES DE CRESCIMENTO

Quinze cepas de S. enterica identificadas como agentes etioldgicos em surtos
alimentares ocorridos no Sul do Brasil (Colecdes de Referéncia do Laboratorio Central do
Estado do Parand, Brasil e da Universidade Estadual de Londrina, Parana, Brasil) foram
incluidos como cepas teste neste estudo (Tabela 1). As culturas estoque das cepas de S. enterica
foram mantidas em criotubos a -20 °C em caldo Triptic Soy (TSB) (HiMedia, Mumbai, India)
contendo glicerol a20% v/v. O indculo de cada cepa foi obtido ap6s a preparacao de suspensdes
em solucéo salina estéril (0,85% NaCl, (p/v) de culturas crescidas em caldo TSB a 37 °C por
18 h. As células foram separadas por centrifugacgdo (4500 x g, 15 min, 4 °C), lavadas duas vezes
com uma solucdo salina estéril e ressuspensas no mesmo diluente para obter suspensfes
celulares. A densidade dptica das suspensdes entre 0,03 e 0,06 a 625 nm (OD625) proporcionou
contagens de células vidveis de aproximadamente 6 log UFC/mL (MELO et al., 2017). A
concentracdo final de células utilizada nos ensaios com antibi6ticos foi de 5 log UFC/mL.
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Tabela 1 As 15 cepas de Salmonella enterica e suas fontes de isolamento.

Cepas Sorovar Fonte de isolamento
A46/99 S. Typhimurium? Carne e Salame
A107/01 S. Enteritidis! Carne moida e frango
P196/03 S. Mvester! Fezes

P225/06 S. Infantis! Fezes

P244/06 S. Derby* Fezes

A281/02 S. Heidelberg* Frango

A110/01 S. Agona! Carne de peru defumado e salsicha
A170/05 S. London? Frango

A178/06 S. Johannesburg! Frango

A189/02 S. Newport! Frango

A121/03 S. Albany? Salada de Tomate
P28/00 S. Mbandaka® Fezes

A292/05 S. Ohio? Frango

P246/06 S. Anatum? Fezes

A297/06 S. Corvallis® Frango

A: Cepas isoladas de alimentos envolvidos em surtos de salmonelose; P: Cepas isoladas de pacientes humanos
envolvidos em surtos de salmonelose. 1 As cepas pertencem ao Laboratério Central do Estado do Parand
(LACEN), Curitiba, Parana, Brasil. 2 As cepas pertencem a Cole¢do de Laboratérios de Microbiologia de
Alimentos, Universidade de Londrina, Londrina, Parand, Brasil.

3.3 ANTIBIOTICOS E SOLUCOES ESTOQUE

Os antibioticos ensaiados incluiram tetraciclina (TET), o fenol cloranfenicol (CHL), os
B-lactdmicos de espectro amplo ampicilina (AMP) e penicilina (PEN), as cefalosporinas de
terceira e quarta geragcdo ceftriaxona (CTX) e cefepima (FEP), respectivamente; 0sS
aminoglicosideos canamicina (KAN) e gentamicina (GEN), a fluoroguinolona ciprofloxacina
(CIP), a combinacdo sulfametoxazol e trimetoprima (SXT) e o lipopeptideo ciclico polimixina
B (PB). Todos os antibioticos foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Saint Louis, Estados
Unidos). As solucdes estoque dos antibiéticos foram preparadas seguindo as recomendacdes do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2016). TET, PEN, CTX, PB, GEN, KAN,
CIP foram dissolvidos em 30 mL de agua Milli Q. AMP e FEP foram dissolvidos em 30 mL de
solucéo tampdo de fosfato de potéssio, o CHL foi dissolvido em 30 mL de etanol a 95% v/v e
a associacdo SXT foi dissolvida em 30 mL de agua Milli Q com uma gota de 2,5 mmoL/mL
NaOH. Todas as solucdes foram esterilizadas em membranas de 0,22 um (Merck-Millipore,
Estados Unidos).
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3.4 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) DOS
ANTIBIOTICOS

A CIM de cada antibidtico frente as cepas teste de S. enterica foi determinada antes e
apos a exposicdo as condicdes gastrointestinais simuladas usando o método de microdiluicédo
em caldo de acordo com os procedimentos descritos pelo CLSI (2016). O intervalo de
concentragOes testadas para cada antibiético foi o seguinte: TET 2048 - 0,125 pg/mL, CHL
2048 - 0,125 pg/mL, AMP 1024 - 0,5 ug/mL, PEN 1024 - 0,5 pg/mL, CTX 512 - 0,02 pg/mL,
FEP 32 - 0,06 pg/mL, KAN 1024 - 0,5 pg/mL, GEN 1024 - 0,125 pg/mL CIP 64 - 0,008 pg/mL,
SXT 128/32 - 01 / 0,25 pg/mL e PB 64 - 0,008 pg/mL. As microplacas de 96 pocos foram
preparadas dispensando 50 pL de caldo TSB (Himedia, India), em seguida 50 uL da solugdo
antibidtica dispensada no primeiro poco e seguindo com a diluicdo seriada dos pogos seguintes
(concentracéo final variando de acordo com o intervalo testado para cada antibiotico), por fim,
50 pL de suspensdo bacteriana (concentracdo final 5 log UFC/mL). foram adicionados a cada
poco. Cada microplaca incluiu seis pogos contendo somente a suspensao bacteriana sem
antibioticos (controle positivo). As placas foram incubadas a 37 © C por 24 h. Apds o periodo
de incubacdo, o valor de CIM foi definido como a menor concentracdo (g/mL) de cada
antibidtico que foi capaz de inibir visualmente (formacéo de halo e turbidez) o crescimento da
cepa teste. Cada cepa de S. enterica foi classificada como sensivel, intermediaria ou resistente
de acordo com os valores dos pontos de corte do CLSI. Os resultados dos ensaios com a CIP
consideraram o termo “suscetibilidade reduzida”, convencionalmente empregado para valores

correspondentes ao fendtipo intermediario do CLSI (ug/mL) (Tabela 2).
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Tabela 2. Breakpoints das Concentragdes Inibitérias Minimas (CIM) propostas pelo Instituto
de Padrdes Clinicos e Laboratoriais (CLSI, 2016) e utilizadas para determinar a suscetibilidade
aos antibioticos.

Antibioticos CIM™ breakpoint (ug/mL)

s I R
Tetraciclina <4 8 >16
Chloranfenicol <38 16 >32
Penicilina <8 16 >32
Ampicilina <8 16 >32
Ceftriaxona <1 2 >4
Cefepima <2 - >16
Canamicina <16 32 > 64
Gentamicina <4 8 > 16
Ciprofloxacina <0.06 0.12-0.5 >1
Sulfamethoxazol/trimethoprim <2/38 - > 4/76
Polimixina B <2 4 >16

*CIM: Concentragdo Inibitoria Minima, isto é, a concentracdo mais baixa dos antibidticos necessarios para inibir
0 crescimento visivel do microrganismo.
** S: Suscetivel, I: Intermediério, R: Resistente.

3.5 AMOSTRAS DE PEITO DE FRANGO

As amostras de peito de frango (10 unidades; aproximadamente 2 kg, pH 5,7; atividade
de &gua 0,95) foram obtidas de um abatedouro localizado na cidade de Guarabira (Paraiba,
Brasil). A composi¢do nutricional das amostras de peito de frango, determinada segundo
procedimentos padronizados (AOAC, 2012), foi em média: umidade 72,89 g/100 g: cinzas 0,95
9/100 g; gordura 4,9 g/100 g e proteina 24,23 g/100 g. Amostras de peito de frango (250 g)
foram trituradas em liquidificador doméstico e mantidas em sacos Stomacher (Stomacher®,
Biomaster, Brasil) seladas a vacuo e congeladas a -20 °C. As amostras foram irradiadas em
irradiador JS-7500 Nordiun inc (Kanata, Canadd), cuja taxa de dose foi 25 kGy; 2 h para
eliminar a microbiota autdctone. Posteriormente, as amostras foram armazenados a - 20 °C e,
guando necessario, descongeladas sob refrigeracdo (4 £ 1 ° C) e utilizadas para 0s ensaios
(JUNEJA et al., 2010). Amostras aleatdrias foram testadas para verificar a eliminagdo da
microbiota. Para tanto, a carne irradiada foi diluida em PBS (1:1, p/v) e inoculada diretamente
na superficie (1 mL) de TSA com posterior incubagédo a 37 °C por 48 h .



34

36 EXPOSICAO DE S. enterica AS CONDICOES GASTROINTESTINAIS
SIMULADAS (DIGESTAO in vitro) EM PEITO DE FRANGO

Amostras de peito de frango triturado (9 g) e a suspensao de cada cepa teste (contagem
final de 5 log UFC/g) foram suavemente homogeneizadas usando uma haste estéril de vidro
esteril durante 1 min em frascos estéreis. As misturas foram submetidas a um sistema continuo
de nove etapas simulando as condic¢des da boca (1%tapa), esdfago-estdmago (2° a 7° etapa)
duodeno (8° etapa) e ileo (9° etapa) (Tabela 3). O volume total de trabalho aumentou durante a
digestdo simulada (como acontece durante a digestéo real) atingindo o volume final de 92.750
mL (MELO et al., 2017).

Agitacdo mecanica a 37 °C foi usada para imitar as condi¢des em cada compartimento
digestivo. O pH de cada passo foi ajustado ao valor desejado utilizando solucédo de NaHCO3 a
0,1 mM.L? (etapas 1, 8 e 9) ou solugdo de HCl a1 mM.L? (etapas 2 a 7). Todas as solugoes
enzimaéticas foram preparadas imediatamente antes dos ensaios e esterilizadas em filtro 0,22
pum (Millipore, Billerica, Estados Unidos). Apos a esterilizagdo, todas as solugdes foram
mantidas em banho de gelo durante todo o periodo de simulacdo, antes da adicdo gradual
(quando apropriada). O pH de cada amostra em cada etapa foi mensurado utilizando pHmetro
digital (Modelo 021/15; Quimis, Séo Paulo, Brasil), o qual foi periodicamente sanitizado com
etanol (90 mL/100 mL). Ao final da digestdo in vitro, fragmentos de peito de frango foram
removidos por filtracdo em gaze estéril e, em seguida, as células de S. enterica foram colhidas
por centrifugacdo, lavadas e ressuspensas em caldo TSB para obter suspensdes correspondente
a contagens de aproximadamente 6 log UFC/mL seguindo os procedimentos descritos

anteriormente (item 3.4).
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Tabela 3. Condig6es usadas durante cada etapa do sistema gastrointestinal simulado.

Fases Compartimentos Solugéo Agitacédo pH Tempo de

enzimatica  (rpm) final exposicéo
(min)

1 Boca Amilase 200 6.9 2

2 55 10

3 4.6 10

4 Esofago- Pepsina 130 3.8 10

Estomago

5 2.8 20

6 2.3 20

7 2.0 20

8 Duodeno Pancreatina 45 5.0 30
+ sais de
bile

9 fleo 45 6.5 60

TSB: células testadas em Tryptic Soy Broth. O pH de cada passo foi ajustado ao valor alvo utilizando solugdo 0,1
mM.L! NaHCO3 (Passos 1, 8 e 9) ou solucéo 1 mM.L Hcl (Passo 2 a 7). Peito de frango: células testadas
em peito de frango.

3.7 REVERSAO DAS ALTERACOES FENOTIPICAS APOS DIGESTAO IN VITRO

Para avaliar se as mudancas fenotipicas de resisténcia aos antibidticos testados seriam
revertidas apds novos cultivos, as cepas com o novo fen6tipo foram mantidas em agar TSB a 4
°C. Semanalmente, durante um més, as cepas foram submetidas a um novo cultivo e a nova
determinacdo de CIM seguindo os procedimentos anteriormente descritos (item 3.4) e
utilizando especificamente os antibiéticos-alvo (aqueles correspondentes a mudancas de

resisténcia).

3.8 REPRODUTIBILIDADE E VALIDACAO DE DADOS

Todos os ensaios foram realizados em triplicata em experimentos independentes. A
leitura da CIM e de mudancas no fendtipo de resisténcia aos antibidticos ensaiados considerou
0s ponto de corte da atual designacdo do CLSI para a classificagdo de resisténcia a antibioticos
(CLSI, 2016).
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Figura 8. Distribuicdo dos sorovares de Salmonella enterica antes (A) e depois (B) da exposi¢do as condigdes gastrointestinais humanas
simuladas.
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Sorovares de Salmonella enterica: S.Mv: S. Mvester; S.I: S. Infantis; S.D: S. Derby; S.H: S. Heidelberg; S.Ag: S. Agona; S.L: S. London; S.J: S. Johannesburg;

S. N: S. Newport; S.A: S. Albany; S.Mb: S. Mbandaka; S.O: S. Ohio; S.An: S. Anatum; S.C: S. Corvallis; S.T: S. Typhimurium; S.E: S. Enteritidis. Antibioticos:
A: Ampicilina, C: Ceftriaxona, Ci: Ciprofloxacina, S: Sulfametoxazol / trimetoprim e P: Polimixina B.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo do presente estudo foram formatados em um artigo cientifico,
em atendimento as normas do Programa de Po6s-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia dos
Alimentos (PPGCTA).
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Changes of antibiotic resistance phenotype in outbreak-linked Salmonella enterica strains

after exposure to human simulated gastrointestinal conditions in chicken meat

Running headline: Resistant phenotypes in S. enterica

SIGNIFICANCE AND IMPACT OF THE STUDY

The emergence of antibiotic-resistant phenotype in S. enterica strains is a cause of global
concern. This study provides important information regarding changes in antibiotic
susceptibility in distinct serovars S. enterica after exposure to stress imposed during the
simulated human digestion. The findings show development of cross-protection to some
antibiotics currently used for therapy of salmonellosis which may represent a serious public

health problem.

ABSTRACT

The effects of exposure of fifteen outbreak-linked Salmonella enterica strains in chicken meat
to simulated human gastrointestinal conditions on susceptibility to 11 antibiotics of seven
distinct classes were evaluated. The minimum inhibitory concentration of each antibiotic was
determined by microdilution broth before and after the exposure of each strain to a continuous
system simulating conditions the mouth, esophagus-stomach, duodenum and ileum. Strains
were inoculated onto chicken breast (9 g; inoculated at 5 log cfu.g™) prior to exposure. Data
were interpreted according Clinical and Laboratory Standards Institute breakpoints values.
Twelve strains with reduced susceptibility to ciprofloxacin (CIP) changed to CIP-resistant after
in vitro digestion. S. Newport ceftriaxone (CTX)-intermediary changed to CTX-resistant.
Ampicillin (AMP)-susceptible S. Heidelberg changed to AMP-resistant, while S. Typhimurium,

S. Agona, S. Newport, S. Albany and S. Corvallis sulfamethoxazole/ trimethoprim(SXT)-
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susceptible changed to SXT-resistant. S. Heidelberg, S. Newport, S. Albany and S. Corvallis
showed the highest frequency of change in antibiotic susceptibility with new-resistant
phenotype to AMP and CIP, CTX and SXT, CIP and SXT and CIP and SXT, respectively.
Conditions imposed by a simulated gastrointestinal environment changes the susceptibility of
S. enterica to clinically relevant antibiotics and should be considered in the selection therapies

for human salmonellosis.

Key-words: resistance, Salmonella, antibiotics, food safety, stress response

INTRODUCTION

Salmonella enterica infection causes approximately 93.8 million cases and 155,000
deaths worldwide each year (CDC, 2018). Salmonellosis severity ranges from the common
Salmonella gastroenteritis to a systemic illness requiring antibiotic therapy (Luo et al. 2017).
The consumption of a variety of food products has been associated with salmonellosis,
however, chicken is the food most commonly involved (EFSA 2015; CDC, 2018).

Epidemic strains of S. enterica exhibit a dynamic interaction within the host and
frequently present phenotypes of multiple drug resistance (Luo et al. 2017). S. enterica serovars
presenting resistance to the antibiotics of choice used to treat salmonellosis (e.g.,
fluoroquinolones and third-generation cephalosporin) represent a clear public health threat
(Burke et al. 2014; Wang et al. 2017).

Multidrug resistant S. enterica serovars could be a consequence of the widespread
overuse and misuse of antibiotics in human and veterinary medicine (Capita and Alonso-
Calleja, 2013). Various antibiotics used in intensive animal production or veterinary medicine,

such as ampicillin, chloramphenicol, gentamicin, kanamycin, ciprofloxacin, trimethoprim,
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sulfamethoxazole and tetracycline, are closely related to antibiotics used in human health care
(Cameron-Veras et al. 2018; Zhu et al. 2017).

Epidemic S. enterica cells can survive a variety of stresses during food processing,
storage, and passage through the host where cells are exposed to acidic conditions in stomach
and increased osmolarity and presence of bile salts in intestine (Melo et al. 2017). Exposure to
conditions insufficient to cause bacterial death may induce bacterial cells to mount protective
adaptive responses, resulting in increased resistance to more extreme environmental conditions
(Sirsat et al. 2011). This study evaluated if the antibiotic resistance phenotype of epidemic S.
enterica strains of different serovars is altered following exposure to simulated gastrointestinal

conditions in chicken breast meat.

RESULTS AND DISCUSSION

Resistance of S. enterica strains before in vitro digestion varied as follow: TET 80%
(12/15), KAN 73% (11/15), SXT 67% (10/15), PEN and AMP 60% (9/15), CHL, GEN and
CTX 26.67% (4/15) and FEP, CIP and PB 0% (0/15) as shown in Table 1.

Twelve strains showed reduced susceptibility to CIP before in vitro digestion, while
after in vitro digestion these same strains showed CIP-resistant phenotype (Table 1). These
findings are noteworthy because emerging S. enterica serovars with CIP-resistant phenotype
are a global concern related to possible failure in clinical treatments (Ferrari et al. 2013; Luo et
al. 2017).

Twelve strains were resistant to TET before in vitro digestion, and no change in this
phenotype was observed after exposure to in vitro digestion (Table 1). S. Typhimurium, S.
Enteritidis, S. Mvester and S. Derby were the only strains with CHL-resistant phenotype before
in vitro digestion, with no change after in vitro digestion. CHL and TET are broad-spectrum

bacteriostatic antibiotics active against a wide variety of bacteria. Lack of changes in resistance
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phenotype to TET and CHL is encouraging because these antibiotics are largely used as growth
promoters in animal production (Zhu et al. 2017; Cameron-Veras et al. 2018).

S. Derby, S. Albany, S. Mbandaka and S. Ohio strains showed CTX-resistant phenotype,
and S. London and S. Newport strains showed CTX-intermediary phenotype before in vitro
digestion. CTX-intermediary S. Newport changed to CTX-resistant phenotype and CTX-
susceptible S. Enteritidis and S. Infantis changed to CTX-intermediary phenotype after in vitro
digestion (Table 1). CTX is a third-generation cephalosporin commonly used in human and
veterinary medicine to treat Salmonella infections and its overuse is associated with increased
resistance in epidemic Salmonella (Fey et al. 2000).

Nine strains showed PEN-resistant phenotype, eleven strains showed KAN-resistant
phenotype and only four strains showed GEN-resistant phenotype before in vitro digestion. No
changes were observed in resistance of these strains to PEN, KAN and GEN after exposure to
in vitro digestion (Table 1). This is in contrast to reports that exposure to acid stress (pH 3.5)
increased the susceptibility of Cronobacter sakazakii to GEN and KAN (Al-Nabulsi et al.
2011). Specific features of bacterial species (S. enterica vs C. sakazakii) could explain the
differences between our findings and those reported in that study.

Nine strains were AMP-resistant before in vitro digestion; three strains (S. Mvester, S.
Agona and S. Corvallis) changed from AMP-susceptible to AMP-intermediate and one (S.
Heidelberg) to AMP-resistant phenotype after in vitro digestion (Table 1). Increased bacterial
resistance to AMP after acid-stress could result from alterations in cell envelope, including
reduced porin synthesis, changes in LPS and alteration of antibiotic target sites (Potenski et al.
2006).

Ten strains showed SXT-resistant phenotype before exposure to gastrointestinal
conditions, and the five STX-susceptible strains (S. Typhimurium, S. Agona, S. Newport, S.

Albany and S. Corvallis) changed to SXT-resistant phenotype after in vitro digestion (Table 1).
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SXT is one of the antibiotic association widely used in prophylaxis of veterinary infections
(Cameron-Veras et al. 2018), which might be related to the increased resistance observed after
exposure to stressful conditions.

None of the S. enterica serovars tested displayed resistance to PB before in vitro
digestion; however, S. Agona and S. Anatum changed to PB-intermediate after in vitro digestion
(Table 1). None of the S. enterica serovars displayed resistance to FEP before or after in vitro
digestion. This is important because FEP is a fourth-generation cephalosporin resistant to -
lactamases and S. enterica strains producing extended-spectrum-pB-lactamase have been isolated
form human and animals (Zhang et al. 2015).

S. Heidelberg, S. Newport, S. Albany and S. Corvallis presented new-resistant
phenotype for two antibiotics (S. Heidelberg: AMP and CIP; S. Newport: CTX and SXT, S.
Albany and S. Corvallis: CIP and SXT) after in vitro digestion (Table 1; Figure 1). These
serovars were rarely linked to Salmonella outbreaks, but the dissemination of resistance to
antimicrobials has changed this scenario (EFSA, 2015). An earlier study observed increased
resistance of Listeria monocytogenes to AMP, TET, GEN, PEN and CIP after exposure to acid
stress (Al-Nabulsi et al. 2015).

Resistance of S. enterica strains varied after in vitro digestion as follow: SXT 100%
(15/15), TET and CIP 80% (12/15), KAN 73% (11/15), AMP 67% (10/15), PEN 60% (9/15),
CTX 33% (5/15), CHL and GEN 27% (4/15), FEP and PB 0% (0/15) as shown in Table 1.
Bacteria exposed to environmental stresses act to reduce the impact of harsh conditions on
survival via phenotypic and genotypic adaptations (Spector and Kenyon, 2012). The
mechanisms underlying the short-term phenotypic changes include down-regulation of cell wall
binding sites. Cells may reduce their sensitivity and increase their ability to survive in high

concentrations of one or more antibiotics in response to environmental stresses like digestion
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(McMahon et al. 2007; Al-Nabulsi et al. 2015). No reversion of the new-resistant or new-
intermediary phenotypes to CIP, STX, CTX, AMP and PEN were observed in our study.

The simulated stomach acidity challenged the S. enterica strains throughout in vitro
digestion. Induction of shock proteins is described in S. Typhimurium as a mechanism that
provides cross protection against antibiotics during acid stress (McMahon et al. 2007). The
induction of multiple antibiotic resistance operon, which regulates the expression of at least one
broad-specificity efflux pump (the arcAB efflux pump) is also a well-described occurrence in
S. enterica epidemic strains (Ferrari et al. 2013). Changes in bacterial membrane lipid
composition and membrane fluidity are also reported as important physiological alterations in
S. enterica to survive under unfavorable environmental conditions (Yang et al. 2014).
Genotypic changes (e.g., point mutations in target sites for antibiotic binding or changes in
mutation rate) may also result in long-term alterations and/or decreased antibiotic susceptibility
(Spector and Kenyon, 2012; Al-Nabulsi et al. 2015) as observed here. Further studies should
focus on mechanisms underlying these phenotypic changes in tested epidemic S. enterica

strains.

MATERIALS AND METHODS
Test strains, inoculum and growth conditions

Fifteen strains of Salmonella enterica identified as the etiological agents in food
outbreaks occurred in the South of Brazil were used (Table 2). Stock cultures of these strains
were maintained in cryovials at -20 °C in tryptic soy (TSB) broth (HiMedia, Mumbai, India)
containing glycerol 20% v.v!. Each strain was suspended in sterile saline solution (0.85%
NaCl, w.v') from cultures grown in TSB broth at 37 °C for 18 h. Cells were harvested by
centrifugation (4,500 x g, 15 min, 4 °C) and washed twice with a sterile saline solution (NaCl,

0.85% v.v1) and re-suspended in sterile saline solution to obtain standard cell suspensions with
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optical density at 625 nm (ODezs) corresponding to approximately six log CFU.mL™ (Melo et
al. 2017).
Antibiotics and stock solutions

The antibiotics assayed were tetracycline (TET), chloramphenicol (CHL), ampicillin
(AMP) and penicillin (PEN), ceftriaxone (CTX) and cefepime (FEP), kanamycin (KAN) and
gentamicin (GEN), ciprofloxacin (CIP), sulfamethoxazole and trimethoprim (SXT), and
polymyxin B (PB). All antibiotics were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, US).
Antibiotic stock solutions were prepared following standard recommendations (CLSI, 2017)
and sterilized using a 0.22 um membrane (Merck-Millipore, US).

Determination of minimum Inhibitory Concentrations (MIC)

MIC of each antibiotic against each strain was determined before and after exposure to
simulated gastrointestinal conditions using a microdilution broth method (CLSI, 2017). The
range of concentrations assayed (ug.mL™1) for each antibiotic was: TET 2048-0.125; CHL
2048-0.125, AMP 1024-0.5; PEN 1024-0.5; CTX 512-0.02; FEP 32-0.06; KAN 1024-0.5; GEN
1024-0.125; CIP 64-0.008, SXT 128/32-01/0.25; and PB 64-0.008. Each plate included six
wells with only the test strain without antibiotics (positive controls) and the antibiotic without
the test strain (blank). The plates were incubated at 37 °C for 24 h. MIC value was defined as
the lowest concentration (ug.mL™) capable of inhibiting visual growth of the test bacterial
strain. S. enterica strains were classified as sensitive, intermediate or resistant considering
standard breakpoints MIC values (CLSI, 2017). Results of assays with CIP considered the
conventional term “reduced susceptibility”, which corresponds to intermediate CLSI
breakpoints values (Table 3).

Chicken breast samples
Chicken breast samples (2 kg, pH 5.7; aw 0.95) were obtained from a slaughterhouse

located in city of Guarabira (Paraiba, Brazil). Average gross composition (g.100g™?) of the
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chicken breast, determined according to standard procedures (AOAC, 2012) was moisture
72.89: ash 0.95; fat 4.9 and protein 24.23. Chicken breast samples (250 g) were ground using a
domestic blender, distributed in stomacher bags (Stomacher®, Biomaster, Brazil), vacuum-
sealed, frozen at -20 °C and irradiated (25 kGy; 2 h) to eliminate indigenous microflora.
Irradiated bags were stored at -20 °C and thawed under refrigeration (7 = 1 °C) prior to use
(Juneja et al. 2010). Random samples were tested to verify elimination of microflora by diluting
(1:1) the irradiated ground chicken in PBS, followed by direct surface-plating of the suspension
onto TSA and incubating at 37°C for 48 h.

Exposure to simulated gastrointestinal conditions in chicken breast

Ground chicken breast (9 g) and the inoculum suspension of each test strain (final counts
five log CFU.g 1) were gently mixed using a sterile glass rod for 9 min in sterile flasks. The
mixtures were submitted to 9-step continuous system simulating the mouth (1%-step),
esophagus-stomach (2"- to 8"-step), duodenum (8"-step) and ileum (9""-step) as shown in
Table 4. Overall working volume increased during simulated digestion (as happens during
actual digestion) reaching a final volume of 92.75 mL (Melo et al. 2017).

Mechanical agitation at 37 °C was used to mimic the conditions in each digestive
compartment. The pH of each step was adjusted to the target value using 0.1 mM.L* NaHCO3
(Steps 1, 8 and 9) or 1 mM.L HCI solution (Step 2 to 7). Enzyme solutions were freshly
prepared and filter-sterilized using a 0.22 pum membrane filter (Millipore, Billerica, MA, USA)
prior to use. Meat fragments were removed by sterile gauze filtration at the end of the in vitro
digestion, and the cells were harvested by centrifugation, washed and re-suspended in TSB
broth to obtain viable counts of approximately 6 log CFU.mL™* as previously described. Each
strain was submitted to a new MIC determination following simulated digestion.

Reversion of the phenotype changes post-in vitro digestion
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The strains with new resistance to one or more antibiotics were plated on TSB agar and
maintained at 4 °C to assess if the phenotype changes in antibiotic resistance were reversed
after cultivation. Strains were submitted to a new cultivation and MIC determination using only
the target antibiotics weekly for one month. All assays were performed in triplicate in three

independent experiments.
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292  Table 1. Antibiotic resistant phenotype of outbreak-linked Salmonella enterica strains belonging to fifteen distinct serovars before and after

293  exposure to simulated human gastrointestinal conditions to eleven antibiotics of seven different classes.

294  *Classification of MIC values according breakpoints proposed by CLSI (2017); R: resistance, I: intermediate, S: susceptible, SR: reduced susceptibility

Antibiotics class*

Tetracycline Phenicol p—Lactams Aminoglycosides Fluoroquinolone Sulfonamide Polymyxin
Tetracycline Chloramphenicol Penicillin Ampicillin Ceftriaxone  Cefepime Kanamycin  Gentamicin Ciprofloxacin Sulfamethoxazole/  Polymyxin b
_ pg.ml* pg.ml* pg.ml* Hg.ml* Hg.ml* Hg.ml* Hg.ml* Hg.ml* Hg.ml trimethoprim pg.mlt

Strains ug.mi-t

Before After Before After  Before After Before After Before After Before After Before After Before After Before After Before After Before After
S. Typhimurium 128%  1024R 256R 512 16 16' 32R  32R 0255 15 18 25 8S 8% 45 45 0.12R 1R 2/0.50°5 128/32R 0.25°  0.50°
S. Enteritidis ~ 256% 512R  256R 512 16 16' 32R 3R 18 2! 18 25 8s 165 48 25 0.25% 1R 128/32R 128/32% 0.02°5  0.02%
S. Mvester 256R  1024R 256R 512R 16! 8! 88 16" 18 15 28 45 g8 88 25 0.25%5 0.12% 1R 64/168  64/16% 0.125  0.12°
S. Infantis 512R 512k 18 15 256R  256R  32R  32R 1S 2! 0.505 15 64R  128R 4% 0.25° 0.02% 0.255R  128/32R 128/32R 0.25°  0.25°
S. Derby 256R 128" 1024R 1024R 256k  256R 32R  32R  16R 16k 0.25° 0.50°64%  128R 16k  32R 0.02% 0.025  128/32R 128/32% 0.025 0.02°
S. Heidelberg  256% 128% 8% 25 16' 8! 8s 32R 0255 15 28 25 1287 64R 8 8! 0.255R 4R 64/168  64/16% 0.505  0.50°
S. Agona 64%  16R 18 25 128% B4R 43 16!  0.25°5 0.06° 0.25°5 0.5058% 18 45 25 0.06° 0.25R  2/0.50°5 64/16% 1S 4!
S. London 64%  16R 25 25 256R  128R 32R  32R 2 2! 25 45 B4R B4R 45 45 0.12R 2R 128/32R 128/32R 0.25°5  0.25°
S. Johannesburg 128%  16R 43 45 256R  128R 32R 16k 1S 0.25° 0.50° 0.505128R 64R 45 25 0.125R 4R 64/168  64/16% 0.025  0.02%
S. Newport 48 48 28 48 256R 1287 32R 1R 2 4R 050 0.505256R 128R 45 28 0.12R 1R 2/0.505 128/32% 0.125  0.12°%
S. Albany 64%  16R 48 28 256R  128R 32R 16" 16k  32R 25 25 64%  64% 8 8! 0.12R 2R 2/0.505 128/32%R 0.25%  0.25°
S. Mbandaka 45 18 18 0.255 8% 48 28 88 16k  8R 1S 25 128% 128R 25 28 0.12R 4R 128/32R 128/32% 0.50°5 1%
S. Ohio 256R 256R 48 48 1287 B4R  32R  32R  256R 128R 0505 25 256R 512R 256R 256R 0.255R 4R 128/32R 128/32R 0.25°5 0.25°
S. Anatum 64%  16R 28 48 256R  256R  4S 48 18 15 0.25°5 0.508256R 512R 512R 256R 0.25%FR 4R 64/16R  64/16R 1S 4!
S. Corvallis 15 15 15 45 85 85 85 16" 15 15 0.50° 0.50564% 647  16R  16R 0.255R 4R 2/0.50°5 128/32R 0.25°  0.50°
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Table 2. The fifteen epidemics strains of Salmonella enterica included in the study and their

source of isolation.

Strain Serovar Source

F46/99 S. Typhimurium? Beef and salami

F107/01 S. Enteritidis® Ground beef and Chicken
P196/03 S. Mvester! Feces

P225/06 S. Infantis? Feces

P244/06 S. Derby! Feces

F281/02 S. Heidelberg? Chicken

F110/01 S. Agona! Smoked turkey meat and sausage
F170/05 S. Londont Chicken

F178/06 S. Johannesburg?! Chicken

F189/02 S. Newport? Chicken

F121/03 S. Albany? Tomato salad

P28/00 S. Mbandaka® Feces

F292/05 S. Ohio? Chicken

P246/06 S. Anatum? Feces

F297/06 S. Corvallis? Chicken

*F: Strains isolated of foods involved in salmonellosis outbreaks; P: Strains isolated of human
patients involved in salmonellosis outbreaks.!Strains belong to Central Laboratory of the
Parana State, Curitiba, Parana State, Brazil. ?Strains belong to the Food Microbiology
Laboratory Collection, Londrina University, Londrina, Parana State, Brazil.
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315 Table 3. Minimal Inhibition Concentration (MIC) breakpoints proposed by the Clinical and
316  Laboratory Standards Institute (CLSI, 2017) to determine the phenotype of susceptibility or

317  resistance of S. enterica.

Antibiotic MIC” breakpoint (ug.mL™) 318
S** ! R 319
Tetracycline <4 8 >16
Chloramphenicol <8 16 >32 320
Penicillin <8 16 >32 391
Ampicillin <8 16 >32
Ceftriaxone <1 2 >4 322
Cefepime <2 - > 16
Kanamycin <16 32 > 64 323
Gentamicin <4 8 >16 374
Ciprofloxacin <0.06 0.12-0.5 >1
Sulfamethoxazole/trimethoprim  <2/38 - > 4/7632°
Polymyxin B <2 4 >16 356

327 *. MIC: Minimal Inhibitory Concentration, i.e. the lowest concentration of the antibiotics
328  required to inhibit the visible growth of the microorganism.
329  ** S: Susceptible, I: Intermediate, R: Resistant.
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Table 4. The conditions used during each step of the continuous system simulating the human

gastrointestinal conditions.

Steps Compartment  Conditions  Stirring Final Exposure Time
(rpm) Ph (min)
1 Mouth Amylase 200 6.9 2
2 55 10
3 4.6 10
4 Esophagus- Pepsin 130 3.8 10
Stomach
5 2.8 20
6 2.3 20
7 2.0 20
8 Duodenum Pancreatin + 45 5.0 30
bile salts
9 Ileus 45 6.5 60

TSB: células testadas em Tryptic Soy Broth. O pH de cada passo foi ajustado ao valor alvo
utilizando solugéo 0,1 mM.L™ NaHCO3 (Passos 1, 8 € 9) ou solugio 1 mM.L™* HCI (Passo 2 a

7). Peito de frango: células testadas em peito de frango.
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Figure 1. Distribution of Salmonella enterica strain before (A) and after (B) exposure to human simulated gastrointestinal conditions.
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Salmonella enterica strains: S. Mv: S. Mvester; S. I: S. Infantis; S. D: S. Derby; S. H: S. Heidelberg; S. Ag: S. Agona; S. L: S. London; S. J: S.
Johannesburg; S. N: S. Newport; S. A: S. Albany; S. Mb: S. Mbandaka; S. O: S. Ohio; S. An: S. Anatum; S. C: S. Corvallis; S. T: S. Typhimurium;
S. E: S. Enteritidis. Antibiotics: A: Ampicillin, C: Ceftriaxone, Ci: Ciprofloxacin, S: Sulfamethoxazole/trimethoprim and P: Polymyxin B
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378 5. CONSIDERACOES FINAIS

379

380 Baseado nos resultados do presente estudo conclui-se que 0s sorovares epidémicos de
381 S.enterica ap6s a exposicdo as condi¢bes simulados do trato gastrointestinal humano
382  apresentam mudancas no fendtipo de resisténcia. Constituindo uma preocupacdo importante
383  parasaude publica, por representar um comprometimento na eficacia do tratamento terapéutico
384  frente aos antibioticos testados, resultando em falhas clinicas no tratamento de salmoneloses.
385  Estudos futuros contribuirdo para esclarecer os mecanismos envolvidos nos efeitos de outros

386  antibioticos frente a resisténcia de sorovares.
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