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Salmonella Enteritidis formadoras de biofilmes sao multirresistentes a antimicrobianos
Biofilm Former Salmonella Enteritidis are Multiresistant to Antibiotics
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Luciana Ruschel dos Santos', Eduardo César Tondo?, Vladimir Pinheiro do Nascimento? & Laura Beatriz Rodrigues1

ABSTRACT

Background: The Salmonella Enteritidis is one of the most isolated pathogens in outbreaks of foodborne illness, which
can occur due to various factors such as cooking temperature, inadequate storage and cross-contamination. The choice of
the appropriate disinfectant in food industries is essential to prevent the spread of contamination and control of biofilms
on surfaces. It is also extremely important the concern with resistance to antimicrobials used both as growth promoters
and in human and animal treatments, which may generate a selective pressure favoring the emergence of resistant bacteria.
Materials, Methods & Results: Twenty samples of Salmonella Enteritidis were tested, 10 from outbreaks of foodborne
diseases and 10 of poultry origin, as for the formation of biofilms, antibiotic resistance and sanitizers. The samples were
stored frozen in BHI with 20% glycerol. For reactivation were incubated in BHI broth, plated on XLD agar and subsequently
performed biochemical tests to check purity. Firstly were evaluated for biofilm formation on polystyrene at temperature of
36 + 1°C. We tested the sanitizing resistance to biguanide concentrations 0.6%, 1.0% and 1.5%, peracetic acid at concentra-
tions 0.1%, 0.5% and 1.0%, and quaternary ammonia at concentrations of 0.3%, 1.0% and 2.0%. For tests of antimicrobial
resistance the cultures were evaluated front 10 pug ampicillin, 30 pg cephalexin, 30 pg chloramphenicol, 5 pug enrofloxacin,
15 pg erythromycin, 30 pg neomycin, 25 pg sulphazotrim, 300 pg sulfonamides. According to the results, 25% of samples
were strongly biofilm formers, 35% moderately formers, 35% weakly formers and 10% not biofilm formers. In sanitiz-
ers, quaternary ammonia and peracetic acid were effective at all concentrations and at all times, but tests with biguanide
resulted in resistance in the time of 1 min at concentrations 0.6%, 1.0% and 1,5%, at time 5 min at concentrations of 1.0%
and 1.5% and at time 10 min at concentrations of 0.6% and 1.0%. As for antimicrobial susceptibility testing, 10 samples of
S. Enteritidis presented pattern of multidrug resistance to the antibiotics tested. In relation to the active principles, 25% of
S. Enteritidis were resistant to ampicillin, 5% to cephalexin, 55% to enrofloxacin, 90% to erythromycin, 80% to neomycin,
5% to sulphazotrim, 70% to sulfonamides. There was 100% sensitivity to chloramphenicol.

Discussion: All S. Enteritidis from outbreaks of foodborne diseases and 80% of S. Enteritidis from poultry products produced
biofilm. Regarding S. Enteritidis outbreaks of foodborne illness, 30% were strongly biofilm formers, 50% moderately former
and 20% poorly formers. Those isolated from poultry products were 10% strongly formers, 10% moderately formers and
60% poorly formers. Besides the formation of biofilms, 50% of S. Enteritidis were multiresistant to antimicrobials been
tested, and of these, 35% corresponded to S. Enteritidis isolates from outbreaks of foodborne illness and only 15% were
of poultry origin. Still, 50% of Salmonella Enteritidis were also resistant to biguanide, of which 30% were S. Enteritidis
isolates from outbreaks of foodborne illness and 20% isolated from poultry products. These results denotes great relevance
due to the possibility of permanence of these microorganisms in food manipulation environments in the form of biofilms
and, in the case of transmission to humans, present more difficulty in treatment due to the multidrug resistance.
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INTRODUCAO

Salmonella Enteritidis é frequentemente re-
lacionada a surtos de origem alimentar associados ao
consumo de carne de aves e ovos e prejuizos econdmi-
cos em varios paises [17,26,27]. No Brasil, entre 2000
e 2013, Salmonella spp. foi o agente etioldgico de 1522
surtos de DTA [1] e, nos Estados Unidos, juntamente
com Campylobacter, originaram mais de 2,5 milhdes
de casos com milhares de internagdes e centenas de
mortes [13,19].

A formacdo de biofilmes por Salmonella em
superficies de contato com alimentos contribui para
infeccdes alimentares e a contaminacio dos alimentos
pode ocorrer pelo controle inadequado das tempera-
turas de armazenagem e distribuicdo, falhas de boas
praticas na manipulacdo ou contaminacdo cruzada,
relacionada com a capacidade de adesdo destas bac-
térias [5,20]. A escolha do sanitizante apropriado
nas inddstrias de alimentos é primordial para evitar
a disseminacdo desta contaminagdo, sendo utilizado
para reduzir o nimero de microrganismos alvo em
superficies de contato com alimentos [7].

Na produgdo de frangos de corte sdo utilizados
alguns antimicrobianos como promotores de cresci-
mento adicionados a racdo em doses continuas e sub-
terapéuticas, gerando uma pressao seletiva e bactérias
resistentes [15,18]. A resisténcia antimicrobiana é o
principal efeito colateral desta prética, selecionando
bactérias resistentes, modificando a estrutura de
comunidades bacterianas e induzindo uma evolucio
acelerada com consequéncias imprevisiveis para a
saide humana [8].

Neste trabalho, foram testadas 20 amostras de
S. Enteritidis (10 oriundas de infec¢des alimentares e
10 de origem avicola) quanto a formacao de biofilmes,
resisténcia a sanitizantes e a antimicrobianos.

MATERIAIS E METODOS

Os testes de avaliagdo da formacao de biofil-
mes, sensibilidade aos sanitizantes e aos antimicrobia-
nos foram realizados no Laboratério de Bacteriologia
e Micologia Veterindria do Hospital Veterinario da
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterindria da
Universidade de Passo Fundo (FAMV/UPF).

Amostras de Salmonella Enteritidis

Foram analisadas 20 amostras de Salmonella
Enteritidis previamente isoladas entre 2006 e 2009,

sendo 10 provenientes de surtos de doencgas transmi-
tidas por alimentos (DTA), originadas de alimentos
envolvidos em surtos e coprocultura de casos clinicos,
e outras 10 amostras de origem avicola ndo envolvidas
em surtos, originadas de amostras ambientais (suabes
de arrasto) e cortes de aves diretamente do abatedouro.
O controle positivo utilizado foi Salmonella Enteritidis
ATCC 13076.

As amostras estavam estocadas em caldo
Brain-Heart Infusion (BHI)1 acrescido com 20% de
glicerol® e congeladas a -20°C, e foram reativadas
utilizando caldo BHI', incubado a 36 + 1°C por 18 a
24 h, posteriormente semeadas em Agar Xilose-Lisina
Desoxicolato (XLD)! e incubadas a 36 = 1°C. Depois
de 24 h foi observado o padrdo de colonias para avaliar
se eram compativeis com Salmonella spp., confirmadas
com testes bioquimicos.

Formacdo de biofilmes

A habilidade das amostras formarem biofilme
foi avaliada conforme técnica descrita anteriormente
[23]. Para tanto, uma alcada das culturas foram trans-
feridas para caldo TSB sem glicose® para incubacéo a
36 + 1°C por 24 h. Em seguida, aliquotas das culturas
foram adicionadas em caldo TSB sem glicose* ndo
inoculados até atingir a escala 1 de MacFarland®.
Posteriormente, 200 pL. de cada suspensdo bacteriana
foram inoculados, em triplicata, em pogos de placas de
microtitulagdo de poliestireno de 96 cavidades estéreis
com fundo plano’. Os controles negativos foram pocos
com caldos TSB sem glicose?, em triplicata, ndo ino-
culados. Foram repetidos os mesmos procedimentos
em placas independentes que foram incubadas por
24 h. Apds a incubagdo, a suspensdo bacteriana foi
aspirada de cada pogo, lavada 3 vezes com 250 uL de
solugdo de cloreto de s6dio a 0,9% estéril®, secando-se
levemente a placa. Em seguida, as células bacterianas
foram fixadas com 200 uL de metanol p.a.2 por 15
min. Ap6s, o metanol foi removido e as placas secas
em temperatura ambiente, depois coradas com 200 puL.
de cristal violeta de Hucker 2%? durante cinco min.
Ap0s serem coradas, as microplacas® foram lavadas
em Aagua corrente e secas a temperatura ambiente.
Ap6s foi realizada a leitura da absorbancia em leitor
de ELISA” a 550 nm.

O valor da densidade 6ptica de cada amostra
(Doa) foi obtido pela média aritmética da absorbancia
dos trés pogos e este valor foi comparado com a média
da absorbancia dos controles negativos (Docn). Para
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determinar o grau de formacdo de biofilme foi utili-
zada a seguinte classificagdo: nao formadora de bio-
filme (Doa<Docn), fracamente formadora de biofilme
(Docn<Doa<2.Docn), moderadamente formadora de
biofilme (2.Docn<Doa<4.Docn) e fortemente forma-
dora de biofilme (4.Docn<Doa).

Resisténcia aos sanitizantes

Foi avaliada a resisténcia das 20 S. Enteritidis
frente aos sanitizantes amdnia quaterndria®, dcido
peracético® e biguanida®. Apds a obten¢ao de coldnias
testes puras, foram incubadas individualmente em
caldo BHI' a 36 + 1°C por 24 h para iniciar os testes
dos sanitizantes.

O cloridrato de polihexametileno de biguanida®
foi testado nas concentragdes 0,6%, 1,0% e 1,5%, o
quaternario de aménio® nas concentrac¢des 0,3%, 1,0%
e 2,0% e o acido peracético® nas concentracgdes 0,1%,
0,5% e 1,0%. Para obtencdo da matéria organica a ser
utilizada como interferente foi preparado um caldo de
carne de frango estéril, autoclavado a 121°C por 45
min, obtendo-se 430 mg de matéria organica por mL
do caldo pronto.

Foram feitas dilui¢des decimais de cada cultura
teste até 10 em 9 mL de dgua peptonada 0,1%", e re-
alizada inoculag@o em superficie de dgar PCA! de 100
uL das dilui¢oes 10 a 10 , homogeneizadas com al¢a
de Drigalsky, para quantificacdo do inéculo, incubados
por 48 h a 36 + 1°C para realizacdo da contagem do
nimero de colonias.

Em um tubo com 9 mL do desinfetante na
concentracdo a ser testada, foi adicionado 1 mL de
matéria organica na diluicdo de 102, com concen-
tracdo final de 0,43 mg/mL, acrescentado 100 uL
da suspensdo bacteriana na dilui¢do 1072, realizada
homogeneizagdo em vortex’ e cronometrados os
tempos de 1, 5, 10 e 15 min exatamente a partir do
momento da inoculagdo. Em cada um dos tempos de-
terminados foi inoculado 10 pL. da solugdo teste com
a amostra em um tubo de 5 mL de DE neutralizing?
+ Tween 80% As amostras foram incubadas por 96 h
a 36 + 1°C. Foram considerados positivos os tubos
com turvacdo, formacao de pelicula na superficie ou
de precipitado no fundo.

Resisténcia aos antimicrobianos
As culturas bacterianas foram semeadas em

Agar Muller Hinton'?, incubadas por 24 h e testadas pela
técnica de disco-difusdo [6] frente aos seguintes prin-

cipios ativos: Ampicilina 10 pg''; Cefalexina 30 ug'%;
Cloranfenicol 30 ug'?, Enrofloxacina 5 pg'?, Eritromi-
cina 15 pg'®, Neomicina 30 ug'?, Sulfazotrim 25 pug'' e
Sulfonamidas 300 ug'.

Para tanto, as S. Enteritidis em coldnias puras
foram incubadas em caldo BHI1 a 36 + 1°C por 16
a 18 h. Uma suspensdo equivalente a escala 0,5 de
MacFarland* foi obtida por diluicdo em caldo BHI' e
utilizada para inoculacdo das bactérias-teste em Agar
Mueller-Hinton'®. Ap6s incubagdo a 36 = 1°C por 16
a 18 h foi realizada a leitura e interpretacio dos halos
de inibicdo conforme tabela especifica. Utilizou-se o
critério para multirresisténcia aos farmacos do National
Antimicrobial Resistance Monitoring System [19] que
cita multirresisténcia como a resisténcia a trés ou mais
classes de antimicrobianos e também por fendtipos
especificos.

RESULTADOS

Nos testes para verificacdo da formagdo de
biofilmes, 25% das amostras foram fortemente forma-
doras de biofilme, 35% moderadamente formadoras
ou fracamente formadoras e 10% nao formadoras de
biofilme (Tabela 1).

Nos resultados referentes aos testes com sa-
nitizantes, a amonia quaterndria e o acido peracético
foram eficientes em todas as concentragdes e em todos
os tempos testados. Entretanto, os testes com a bigua-
nida resultaram em resisténcia no tempo de 1 min nas
concentracdes 0,6%, 1,0% e 1,5%, no tempo de 5 min
nas concentracoes 1,0% e 1,5%, e no tempo de 10 min
nas concentragdes 0,6% e 1,0%. As amostras de S.
Enteritidis que apresentaram resisténcia a biguanida
estdo descritas na Tabela 1.

Quanto aos testes de sensibilidade a antimi-
crobianos, 10 amostras de S. Enteritidis apresentaram
padrdo de multirresisténcia aos antibacterianos testa-
dos, conforme Tabela 2.

Em relacdo aos principios ativos, as 20 S.
Enteritidis estudadas foram 90% resistentes a eritro-
micina, 80% a neomicina, 70% as sulfonamidas, 55%
a enrofloxacina, 25% a ampicilina, 5% a cefalexina e
5% a sulfazotrim. Houve 100% de sensibilidade ao
cloranfenicol (Figura 1).

A comparagdo da resisténcia aos antimicro-
bianos pelas amostras isoladas de surtos e de origem
avicola esta demonstrada na Tabela 3.
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Figura 1. Perfil da sensibilidade aos antimicrobianos das 20 cepas de Salmonella Enteritidis
isoladas de surtos de DTA e de origem avicola.

Tabela 1. Formacao de biofilmes, perfil de resisténcia a antimicrobianos e resisténcia a biguanida de Salmonella Enteritidis isoladas de
surtos de doengas transmitidas por alimentos e de origem avicola.

Formacéo Perfil de resisténcia Resisténcia
Amostra Origem
de biofilme antimicrobiana a biguanida
SE09 Surto DTA Moderada P8 R
SE10 Surto DTA Moderada P1* R
SE24 Surto DTA Forte P1* R
SE29 Surto DTA Moderada p2* R
SE36 Surto DTA Forte p2* R
SE41 Surto DTA Forte P7 R
SE59 Surto DTA Moderada P7 S
SE65 Surto DTA Moderada p3* S
SE72 Surto DTA Fraca P1* S
SE75 Surto DTA Fraca P4* S
SES82 Avicola N3ao formadora P6 S
SE84 Avicola Fraca P8 S
SE85 Avicola Fraca P6 S
SES88 Avicola Fraca p3* S
SE90 Avicola Moderada P6 S
SE106 Avicola Fraca P4* S
SEl111 Avicola Forte P9 R
SE114 Avicola Fraca p5* R
SE163 Avicola Nao formadora P10 R
SE170 Avicola Fraca pP7 R

*Salmonella Enteritidis multirresistente
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Tabela 2. Distribuigao do padrdo de resisténcia a antimicrobianos de 20 isolados de Salmonella Enteritidis

oriundos de surtos de DTA e de origem avicola.

Padrao de resisténcia aos
antimicrobianos

Numero de Perfil de
amostras resisténcia

Amp, Enro, Eri, Neo, SFN
Enro, Eri, Neo, SFN
Amp, Eri, Neo, SFN

Eri, Neo, SFN
Enro, Eri, SZT
Eri, Neo
Eri, SFN
Eri
Enro
Neo

3 1

—_ N W W o= N NN
O© 0 N O L AW N

1 10

Amp = Ampicilina 10 pg, Cef = Cefalexina 30 pg, Clo = Cloranfenicol 30 ug, Enro = Enrofloxacina 5 ug,
Eri = Eritromicina 15 pg, Neo = Neomicina 30 ug, SZT = Sulfazotrim 25 ug, SEN = Sulfonamidas 300 pg.

Tabela 3. Comparacdo da resisténcia aos antimicrobianos das Salmonella Enteritidis isoladas de surtos de doengas trans-

mitidas por alimentos e de origem avicola.

Isolados de Isolados de

Principio ativo Total surto origem avicola
N % N %

Ampicilina 10 pg 20 10 40% 10 0%
Cefalexina 30 pg 20 10 0% 10 0%
Cloranfenicol 30 g 20 10 0% 10 0%
Enrofloxacina 5 pg 20 10 50% 10 20%
Eritromicina 15 pg 20 10 100% 10 80%
Neomicina 30 ug 20 10 70% 10 60%
Sulfazotrim 25 pg 20 10 0% 10 10%
Sulfonamida 300 pg 20 10 90% 10 30%

DISCUSSAO

Os biofilmes em indistrias alimenticias sdo
importantes quanto a sua formacido em alimentos,
utensilios e superficies, a sua dificuldade de remocao
e, ainda, por seu potencial como fonte cronica de con-
taminagdo microbiana, podendo transmitir doencgas,
além de aumentar a resisténcia a limpeza e sanitizacdo
[9,24,25].

Rodrigues et al. [23] avaliaram a formacao de
biofilme por Salmonella Heidelberg provenientes de
carcacas de frango e suabes de cloaca, em poliestireno,
cultivados em caldo TSB sem glicose e suplementa-
dos com glicose até 4%. Todas S. Heidelberg testadas

com TSB sem glicose formaram biofilme, obtendo-se
amostras fortemente formadoras de biofilme, resultado
compativel com o obtido pelas S. Enteritidis avaliadas
neste experimento.

A sensibilidade das bactérias aos sanitizantes
de uso comum em inddstrias de alimentos, quando
estas compdem um biofilme, muitas vezes difere da
encontrada em testes com células planctdnicas. A for-
macao de biofilmes por Salmonella em ago inoxidavel,
pléstico e cimento foi avaliada e a ac@o de sanitizantes
frente a estes biofilmes e células planctonicas, havendo
grande diferenga entre os resultados obtidos, com o bio-
filme apresentando uma resisténcia muito maior [10].
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As S. Enteritidis analisadas neste estudo de-
monstraram resisténcia somente a biguanida. As condi-
¢oes que podem levar a resisténcia incluem a aplicagio
em concentragdes sub-letais e também neutralizagao
do composto durante a utilizagdo [7]. A resisténcia
combinada a desinfetantes e antimicrobianos, carreada
por um mesmo grupo de genes, seria esperada [12]. As
salmonelas podem apresentar grande resisténcia frente
a amonia quaterndria, amplamente utilizada na avicul-
tura [14], mas, em nosso estudo, a amdnia quaternéria
foi eficiente nas amostras testadas.

Do ponto de vista econdmico, as infeccoes
causadas por microrganismos multirresistentes sao
preocupacgdo constante devido ao manejo terapéutico
representar um aumento substancial para os sistemas
de satide. Sabe-se que as bactérias multirresistentes
causam maiores danos aos pacientes do que cepas
susceptiveis da mesma espécie [2].

Uma pesquisa do perfil de susceptibilidade de
1764 Salmonella enterica isoladas de pacientes com
diarréia, coletadas em cinco cidades da China, detec-
tou alta resisténcia a mdltiplas drogas, e que apenas
9,97% dos isolados foram sensiveis a todos os agentes
testados [11].

Na Unido Europeia, a ocorréncia de resisténcia
por Salmonella em casos isolados de salmonelose em
humanos foi alta para ampicilina e sulfonamidas com
altos niveis de resisténcia a multiplas drogas observa-
da em alguns paises [8]. Nas S. Enteritidis avaliadas
em nosso estudo, a resisténcia frente as sulfonamidas
também foi alta, sendo maior nos isolados de doengas
transmitidas por alimentos, ja a resisténcia a ampicilina
foi baixa, porém apenas uma amostra de S. Enteritidis
de origem avicola foi resistente a ampicilina, e as de-
mais resistentes foram isoladas de surtos, concordando
com o estudo da EFSA.

Um estudo com 100 amostras de Salmonella
realizado em Cuba encontrou 22,7% dos isolados
resistentes a ampicilina [21]. Amostras de Salmonella
isoladas na China também se mostraram altamente
resistentes a este antimicrobiano [16]. No presente
estudo, a resisténcia a ampicilina foi alta nas amostras
isoladas de surto (40%), entretanto, todas as amostras
isoladas de origem avicola foram sensiveis a este
antimicrobiano.

Uma pesquisa realizada com S. Enteritidis
isoladas de carcacas de frango no periodo de maio de
1995 e abril de 1996 no Rio Grande do Sul constatou

que 100% das amostras avaliadas foram resistentes
a eritromicina, 3,75% foram resistentes a enrofloxa-
cina, 3,75% foram resistentes a neomicina e 86,25%
foram resistentes a sulfonamida [4]. Nas 20 amostras
avaliadas em nosso estudo, 100% das isoladas de
surtos de doencas transmitidas por alimentos foram
resistentes a eritromicina e 80% das isoladas de
origem avicola, concordando com a alta resisténcia
obtida por Cardoso et al. [4]. Entretanto, a resistén-
cia frente a enrofloxacina foi de 50% nas amostras
de surtos e 20% nas de origem avicola. Quanto a
resisténcia a neomicina, 70% das amostras de surto e
60% das isoladas de origem avicola foram resistentes
a este antimicrobiano. A resisténcia encontrada para
sulfonamidas foi alta, assim como no estudo citado
anteriormente [4], onde encontramos 90% das amos-
tras de surtos e 30% das isoladas de origem avicola
resistentes a este antimicrobiano.

Este estudo teve 100% das amostras sensiveis
ao cloranfenicol, sendo condizente com a Instrucdo
Normativa 9 de 27 de junho de 2003 que proibe o seu
uso, diferente do que foi encontrado em amostras de
Salmonella 1soladas na Colombia, onde 34% foram
resistentes ao cloranfenicol [13]. No Brasil € proibida
a fabricac@o, a manipulacdo, o fracionamento, a co-
mercializacdo, a importacdo e o uso do cloranfenicol
para uso veterindrio [3].

Em um trabalho com amostras de Salmonella
spp. isoladas de carcagas suinas identificou 66,7% de
resisténcia a um ou mais principios ativos, 33,3% de
resisténcia intermediaria e 23,3% de amostras multir-
resistentes (resistentes a pelo menos trés antimicrobia-
nos), sendo 16,7% ao cloranfenicol [22].

Dentre as 20 S. Enteritidis estudadas, 10 foram
multirresistentes a antimicrobianos e também foram
formadoras de biofilmes. Esta resisténcia € importante,
pois, se as bactérias sobreviverem a higienizacdo das
inddstrias e contaminarem os alimentos, podem oca-
sionar surtos de infeccdo de origem alimentar, mas os
antimicrobianos utilizados podem ndo ser eficientes.

CONCLUSAO

Estes resultados denotam grande relevancia
devido a possibilidade da S. Enteritidis permanecer
em ambientes de manipulac¢io de alimentos na forma
de biofilmes e, em caso de transmissdo para seres
humanos, apresentar maior dificuldade de tratamento
devido a multirresisténcia a antimicrobianos.
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