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RESUMO

As doengas transmitidas por alimentos (DTA’s) sdo consideradas um problema de
saude publica em todo o mundo, e alguns dos principais patogenos envolvidos sdo os
representantes do género Salmonella. O sorovar Typhimurium ¢ um dos mais recorrentes
e acomete seus hospedeiros causando disturbios entéricos como vomito, dorabdominal,
febre e diarreia. Objetivou-se determinar a presenga de genes de viruléncia em 43
isolados de S. Typhimurium provenientes de alimentos e amostras clinicas de humanos
pertencentes a Colecdo Bioldgica de Bactérias de Interesse em Saude do Instituto
Oswaldo Cruz (IOC/FIOCRUZ). Pesquisou-se os genes sefd, IpfA e agfA, sivH, hilA,
invA e sopE, avrA e spvC utilizando técnica de PCR convencional e os resultados foram
utilizados para criar perfis de viruléncia. Os resultados gerais das amostras mostraram
que as cepas estudadas apresentaram no minimo cinco genes de viruléncia, que se
expressos, podem representar um risco a saude publica. A positividade para o gene
lfpA foi de 95,3% (41/43), para avrA 97,6% (42/43), para spvC 39% (17/43), para sopE
6,9% (03/43) e para sef4 0% (0/43). A diversidade de locais e origens dos isolados ndo

permitiu estabelecer relagdao epidemioldgica entre os isolados.

Palavras-chave: Genes de viruléncia, Patdogeno alimentar, Zoonoses.



ABSTRACT

Foodborne diseases (DTA’s) are a major public health problem worldwide and some of
the main pathogens involved are representatives of the Salmonella genus. The
Typhimurium serovar is one of the most recurrent and affects its hosts causing enteric
disorders such as vomiting, abdominal pain, fever and diarrhea. The objective of this
study was to verify the presence of virulence genes in S. Typhimurium from 43 isolates
from food and clinical samples of humans from the Biological Collection of Bacteria of
Interest to Health of the Oswaldo Cruz Institute (IOC / FIOCRUZ). The sefA, IpfA and
agfA, sivH, hilA, invA and sopE, avrA and spvC genes were searched using the
conventional PCR (polymerase chain reaction) technique and the results were used to
create virulence profiles. The general results of the samples show that the strains studied
presented at least five virulence genes, which, if expressed, may represent a risk to public
health. The positivity for the IfpA gene was 95.3% (41/43), for avrA 97.6% (42/43), for
spvC 39% (17/43), for sopE 6.9% (03/43 ) and for sefA 0% (0/43). However, the diversity
of locations and origins of the isolates did not allow an epidemiological relationship,

requiring further studies using techniques that allow this type of correlation.

Key-words: Food pathogen, Zoonoses, Virulence genes.
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1 INTRODUCAO

As doengas transmitidas por alimentos (DTA’s) sao enfermidades responsaveis por
inumeras hospitalizacdes e Obitos em todo o mundo. No Brasil foram constatados 6.900
surtos de DTA’s de 2009 a 2018 e Salmonella spp foi o segundo patégeno mais
incriminado (BRASIL 2018). Nos Estados Unidos, o Center for Disease Control and
Prevention identifica aproximadamente 1,2 milhdes de casos de salmonelose por ano
(CDC, 2019), e na Europa, 90 mil casos foram reportados em 2017 (EFSA, 2019).

O sorovar Typhimurium ¢ um dos mais prevalentes em casos e surtos de
salmonelose (SUEZ et al., 2013), desencadeando enterites, dor abdominal, nauseas,
vOmitos, diarreia e febre (MORROW & FUNK, 2001).

A principal forma de aquisicdo da salmonelose humana ¢ pela ingestdo de
alimentos, de origem animal ou ndo, ou agua contaminadas pela bactéria (BRASIL,
2018). A gravidade da enfermidade varia conforme fatores relacionados ao hospedeiro
ao patdégeno. Em relacdo ao hospedeiro ha influéncia direta da idade e a imunidade, e em
relacdo ao patogeno, a presenca de flagelos, fimbrias, mobilidade, habilidade de invasao
e replicagdo, assim como, a resisténcia aos antimicrobianos (VIEIRA, 2009). Entretanto,
os mecanismos de interagdo da Salmonella spp. com o seu hospedeiro sdo complexos e
influenciados por outros fatores (SILVA, 2011).

Um dos fatores que podem influenciar no grau de viruléncia de Sal/monella spp ¢ a
presenca de genes especificos que conferem maior patogenicidade, contribuindo em
mecanismos como a invasdo, lesdo ou adesdo do patdégeno as cé€lulas intestinais do
hospedeiro. A pesquisa e identificacdo dos genes de viruléncia sdo indispensaveis para o
conhecimento da patogenicidade de bactérias zoondticas (ELEMFAREIJI et al., 2013;
MENDONCA, 2016). O potencial génico para causar sintomas clinicos ou quadros mais
graves de salmonelose podem ser determinados pela reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) (YAN et al., 2003).

O conhecimento das caracteristicas do patogeno ¢ essencial para estudos
epidemioldgicos de monitoramento e para o desenvolvimento de ferramentas de controle
(BORGES et al. 2013).

Objetivou-se avaliar a presenca dos genes de viruléncia sefA, invA, agf4, avrA,
IpfA, sivH, hilA, spvC, sopE, avrA e spvC por meio da técnica dePCR em 43 cepas de S.
Typhimurium isoladas de alimentos e amostras clinicas de humanos no Brasil entre os

anos de 2011 a 2017.



2 REVISAO LITERATURA

2.1 Doencas transmitidas por alimentos

As doengas transmitidas por alimentos (DTA) sdo um problema de saude publica
mundial e podem ser causadas por bactérias e seus metabolitos, parasitas, virus ou
toxinas. E estimado que existam mais de 250 tipos de DTA, sendo estas causadoras de
graves problemas de satide publica e expressivas perdas financeiras (OLIVEIRA et al.,
2010). Existem variaveis que influenciam diretamente na gravidade da doenca, destacam-
se a quantidade ingerida do micro-organismo e os fatores de viruléncia expressos por
este; a imunidade, idade e habitos alimentares do individuo no que se refere ao hospedeiro
(FORSYTHE, 2013).

Essas enfermidades acometem principalmente o sistema entérico (DIAS et al.,
2011), gerando sintomas como nduseas, vomitos e febre (BRASIL, 2011). Dentre as
bactérias responsaveis pela maior quantidade de surtos nos ultimos 17 anos no Brasil
foram Salmonella spp., Escherichia coli e Staphylococcus aureus (BRASIL, 2018). Entre
os anos de 2000 a 2017 foram constatados 12.503 surtos, sendo que 2.340.201 pessoas
foram expostas, 236.403 ficaram doentes com desfecho de 182 Obitos
(SINAN/SVS/MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

A origem da contaminagdo ¢ diversa, sendo que uma das possiveis formas ocorre
durante a producdo de alimentos, abate de animais e falhas no processamento,
manipulacdo e acondicionamento de produtos alimenticios (ALVES, S.D; PINHEIROet
al., 2016). Dentre os locais com maiores incidéncias de surtos relacionados a doencas
transmitidas por alimentos sdo residéncias, restaurantes, instituicdes de ensino e

refeitorios. (FERRAZ et al., 2015).

2.2 Salmonella spp e salmonelose

Salmonella spp € uma bactéria pertencente a familia Enterobacteriaceae € que se
apresenta em forma de bacilos gram negativos, ndo esporuladas, ndo capsuladas e sdo

anaerobias facultativas. (OCHOA, 2005).0 género Salmonella apresenta duas espécies,



S. bongori e S. enterica. Esta ultima possui seis sub-espécies, que sdo enterica, salamae,
arizonae, diarizonae, indica e houtenae (CARDOSO & TESSARI, 2013).

O micro-organismo possui diversos sorovares, sendo que classificam-se quanto
ao hospedeiro. Podem ser especificas ao ser humano como Sa/monella Typhi e Paratyphi;
aos animais como Salmonella Dublin de bovinos, S. Cholerasuis de suinos e S. Pullorum
e S. Gallinarum em aves. No entanto, representantes como Salmonella Enteritidis e
Typhimurium acometem homens e animais e, por isso, sao classificadas como zoondticas
(BRASIL, 2011). Sorovares como S. Enteritidis, S. Typhimurium e S. Newport s3o os de
grande relevancia ao que tange a saude humana (HAVELAAR et al.,2015).

O Center for Disease Control and Prevention identifica aproximadamente 1,2
milhdes de casos de salmonelose por ano nos Estados Unidos (CDC, 2019), na Europa
esse numero foi de 90 mil casos em 2017 (EFSA, 2019). Salmonella spp. foi a segunda
maior responsavel por doengas transmitidas por alimento no Brasil de 2009 a 2018,
com cerca de 11,2% dos casos, ante 24% causadas por Escherichia coli. No Brasil foram
constatados mais de 6.900 surtos de DTA’s de 2009 a 2018, o que acarretou em 672.873
expostos, 16.817 hospitalizados, 120 mil individuos doentes ¢ 99 mortes (BRASIL,
2018).

O individuo contrai salmonelose através da ingestdo de alimentos contaminados
(SHINOHARA et al., 2008). O preparo e o armazenamento inadequado dos alimentos
podem contribuir para multiplicagdo do patdogeno e consequente aumento da carga
microbiana, o que faz com que o individuo contraia a doenga ao consumi-los (Morrow &
Funk, 2001). Em hospedeiros com sistema imunoldgico normal, a quantidade de bactérias
para que se adquira a doenga ¢ de 10° a 10®, porém em imunossuprimidos essadosagem
pode ser inferior 4 10° UFC (BRASIL, 2011). A sintomatologia da doenca se apresenta
entre 12 a 72 horas apos a ingestdao do alimento contaminado e € marcada por nauseas,
vomito, dor abdominal, diarreia, febre que podem durar até¢ uma semana(MORROW &
FUNK, 2001).

A salmonelose ¢ considerada a DTA mais disseminada em todo o mundo e um
grande gargalo para saide publica. A transmissdo ocorre de forma horizontal através da
ingestdo de produtos de origem animal de aves, suinos e bovinos contaminados

(BRASIL, 2011). Para aves, essa transmissdo acontece tanto horizontal como

verticalmente, logo a bactéria ¢ transmitida para o ovo (WHITE; FEDORKA-CRAY;

CHILLER, 2006). Produtos agricolas, como hortifrutis, também pode ser fontes de
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infec¢do, uma vez que podem ser contaminados pela exposi¢do a agua contendo a

bactéria (BRASIL, 2011).

2.3 Genes de viruléncia em Salmonela spp

A pesquisa e identificagdo dos genes de viruléncia sdo indispensaveis para o
conhecimento da patogenicidade de bactérias zoondticas (MENDONCA, 2016). As IP
(Ilhas de patogenicidade) sao regides em que estao localizados a maioria dos genes de
viruléncia da bactéria (FERREIRA et al., 2008), estes genes podem ser de resisténcia a
antibidticos como o str4 e o strB para a estreptomicina, de adesao (adesinas, /pf, sef4),
invasdo (Inv, agf), inibi¢do de respostas do hospedeiro (pagC, spv(C), entre outros
(ELEMFAREIJI et al., 2013; VIEIRA, 2009).

O gene Ipf', que codifica a fimbria polar longa, ¢ correlacionado ao aumento da
patogenicidade da bactéria, uma vez que este se fixa as células M da placa de peyer
(OCHOA et al.,2005). J4 o gene agf4 - fimbria agregativa — atua aumentando o tempo
de vida da bactéria em ambientes desafiadores, atuando de forma a se fixar e invadir as
células, estruturando a matriz extracelular e agrupando os micro-organismos (GIBSON
et al., 2007). Ambos estdo correlacionados a producdo de fimbrias para formagdo de
biofilme e adaptacdo ao meio (WEBER et al.,2019; BORGES et al., 2013).

O gene invA codifica a proteina /nvA que fica localizada na membrana interna da
bactéria e ¢ considerado um padrdo para PCR, uma vez que ¢ um gene conservado €
presente na maioria dos sorotipos (RAHN et al., 1992; WHANG et al., 2009; WILKINS
etal.,2010). Esse gene também ¢ responsavel pela identificagdo do hospedeiro e a entrada
da bactéria nas células do epitélio (BORGES et al., 2013). O gene spvC ¢ responsavel
pela adaptagdo, sobrevivéncia e disseminacgao da bactéria no individuo(HUR et al., 2011;
PAL et al., 2017).

O gene avrA, por sua vez, atua diminuindo as reacdes inflamatérias do hospedeiro
e realizando a apoptose de algumas células, principalmente de macréfagos (BEN BARAK
Z et al., 2006). O gene sivH codifica a produgdo de proteinas que atingem as placas de
peyer do intestino e auxiliam na invasdo celular. J4 o gene sopE codifica a proteina
SopE que ird realizar a desestruturagdo da membrana celular do hospedeiro permitindo a
invasao pela bactéria (MIRMOMENI et al., 2008).

O gene hilA faz parte do complexo de secre¢do do tipo trés (TTSS), assim como

11



os genes avrA, sivH e sopE, e também age na identificacdo e invasdo do hospedeiros
assim como na inducao de apoptose de macroéfagos (CRACIUNAS et al., 2012). O gene
sefA, € capaz de induzir a expressdo de estruturas proteicas na superficie que auxiliam
na fixagdo desta nos tecidos do hospedeiro, auxiliando na patogenicidade (TORTORA
et al., 2000). Além disso, sefA esta presente somente no grupo D de salmonelas, que ¢
representado pelos sorovares Enteritidis, Moscow, Dublin e Blegdon (OCHOA et al.,
2005).

Desse modo, diversos genes influenciam na patogenicidade da micro-organismo e
contribuem para o aumento da severidade e ocorréncia da doenga. (VIEIRA, 2009). A
pesquisa destes elementos tém o intuito de analisar o risco envolvido na enfermidades

que envolvem o micro-organismo (OLIVEIRA, 2016).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostras

Foram avaliadas 43 cepas de Salmonella Typhimurium isoladas de amostras de

alimentos e de amostras clinicas de individuos com quadro de salmonelose pelo Instituto

Oswaldo Cruz (IOC/FIOCRUZ), durante o periodo de 2011 a 2017. O IOC/FIOCRUZ

também forneceu a origem, fonte de isolamento, tipo de amostra e estado de isolamento

das cepas (Tabela 1).

As amostras foram encaminhadas do instituto FIOCRUZ para o Laboratério de
Epidemiologia Molecular da Universidade Federal de Uberlandia (LEPIMOL-UFU) em
agar nutriente, devidamente isoladas, purificadas e sorotipadas. No LEPIMOL-UFU foi

avaliada a presenga de nove genes de viruléncia de Salmonella, sendo estes associados a

adesdo, invasdo e lesdo de células intestinais.

Tabela 1. Identificacdo e dados do isolamento das cepas de Salmonella Typhimurium

oriundas de alimentos e individuos infectados no Brasil.

CEPAS FONTE TIPO DE AMOSTRA ORIGEM
1 HUMANO FEZES RS
2 HUMANO FEZES RS
3 ALIMENTO SALADA CRUA BA
4 ALIMENTO CARNE BOVINA RESFRIADA RS
5 HUMANO SANGUE RS
6 ALIMENTO CARNE SUINA Sp
7 HUMANO FEZES SC
8 HUMANO FEZES SC
9 ALIMENTO SALADA CRUA BA
10 HUMANO FEZES RS

SALADA DE BATATA COM
11 ALIMENTO MAIONESE RS
12 ALIMENTO PERU RS
13 HUMANO FEZES RS
14 HUMANO FEZES RS
15 HUMANO SANGUE RS
16 ALIMENTO AVES GO
17 ALIMENTO FILE DE PEITO MG
18 ALIMENTO CMS MG
19 ALIMENTO ORELHA SUINA MG
20 HUMANO FEZES RS

13



21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43

ALIMENTO
ALIMENTO
ALIMENTO
HUMANO
HUMANO
ALIMENTO
ALIMENTO
ALIMENTO
HUMANO
HUMANO
ALIMENTO
ALIMENTO
HUMANO
HUMANO
HUMANO
HUMANO
HUMANO
HUMANO
ALIMENTO
ALIMENTO
HUMANO
HUMANO
HUMANO

CMS
AVES
LINGUICA SUINA
FEZES
FEZES
AVES
AVES
FARINHA DE RESIDUOS
FEZES
FEZES
SUINO CARNE CONGELADA
SALAMINHO
SEC. ABCESSO
FEZES
FEZES
FEZES
FEZES
FEZES
AVES
PEIXE CONGELADO
HUMANO
SANGUE
FEZES

SC
PR
MG
RS
RS
MG
RS
MG
RS
RS
MT
RS
GO
RS
RS
RS
RS
RS
SC
MT
MG
RS
RS
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3.2 Pesquisa dos genes de viruléncia

Foram pesquisados nove genes de viruléncia: invA, hilA, avrA, agfA, IpfA, sefA,
sopE, spvC e sivH. A técnica utilizada foi a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e cada
gene foi pesquisado individualmente. A extracdo do DNA gendmico foi realizada
utilizando o Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, EUA) conforme
instru¢des do fabricante.

A amplificagdo para a PCR foi feita com o uso do kit GoTag® Green Master
Mix (Promega, EUA), adicionando o par de primers especificos para cada gene alvo e
completadas com 4gua ultrapura até um volume final de 25uL. Foi adicionado o DNA
extraido na mistura e a reacdo de amplificagdo foi realizada em termociclador
(Eppendorf®, Alemanha).

Para amplificagdo dos fragmentos foi realizado a desnatura¢do inicial a
temperatura de 94°C por 5min e a extensdo final ocorreu a 72°C por 10min, sendo as
condi¢des e os nimeros de ciclos para cada gene pesquisado adaptados a partir de estudos
anteriores conforme descrito na Tabela 2. A cepa de S. Enteritidis ATCC 13076 foi
utilizada como controle positivo e a agua ultrapura como controle negativo, em

substituicao ao DNA extraido.

Posteriormente, os materiais amplificados foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose a 1,5%, utilizando o tampao de corrida TBE 0,5x (Invitrogen®, EUA) e o
marcador de 100pb (Invitrogen®, EUA) como padrdo de peso molecular. O gel foi corado
com Syber Safe (Invitrogen®, EUA) e visualizado em transiluminador UV (Loccus

Biotecnologia®).

Tabela 2. Genes de viruléncia, peso molecular (pb), fator de viruléncia, sequéncia dos

primers e referéncia.

PESO FATOR DE s .
GENE /0 FCULAR  VIRULENCIA PRIMER (5’ 3°) REFERENCIA
(PB)
sefd 438 Fimbria GATACTGCTGAACGTAGAAGG OLIVEIRA et al., 2002.
GCGTAAATCAGCATCTGCAGTAGC
agfd 350 Fimbria TCCACAATGGGGCGGCGGCG COLLINSON et al., 1993.

CCTGACGCACCATTACGCTG
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IpfA 250 Fimbria CTTTCGCTGCTGAATCTGGT HEUZENROEDER et al.,
CAGTGTTAACAGAAACCAGT 2001.

sopE 398 Proteina efetora ACACACTTTCACCGAGGAAGCG PRAGER et al.,2003.
GGATGCCTTCTGATGTTGACTGG

avr4 385 Proteina efetora GTTATGGACGGAACGACATCGG PRAGER et al.,2003.
ATTCTGCTTCCCGCCGCC
inv4 284 Invasdo GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA  OLIVEIRA et al., 2002.

TCATCGCACCGTCAAAGGAACC

hild 497 Invasio CTGCCGCAGTGTTAAGGATA GUO et al., 2000.
CTGTCGCCTTAATCGCATGT
siviE 763 Invasio CAGAATGCGAATCCTTCGCAC KINGSLEY et al., 2003.
GTATGCGAACAAGCGTAACAC
spvC 669 Viruléncia CGGAAATACCATCTACAAATA CASTILLA et al., 2006.
plasmidial CCCAAACCCATACTTACTCTG
3.3 Analise de dados

A andlise dos dados foi realizada utilizando estatistica descritiva, através de

calculos percentuais. O teste exato de Fisher foi executado para avaliar as diferencas

entre os perfis de viruléncia dispondo-se do programa GraphPad Prism, versao 7.0

(GraphPad Software, EUA).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos as 43 cepas (100%) foram positivas para os genes invA, agfA, hilA e sivH, o
que evidencia o potencial virulento das cepas. A positividade do gene /fpA foi de 95,3%
(41/43), avrA4 foi1 97,6% (42/43), spvC 39% (17/43), sopE 6,9% (3/43) e do gene sef4 0%
(0/43). Todas as amostras apresentaram pelo menos cinco genes associados, tanto nos
isoladas de alimentos quanto nos de amostras clinicas humanas, demonstando que os
genes de viruléncia estdo disseminados em diferentes ambientes.

A tabela 3 mostra a distribui¢do dos genes entre os isolados de alimentos e amostras
clinicas. Nas amostras de alimentos foi determinado 100% (20/20) de positividade para
osgenes IpfA, avrA, invA, agfA, hilA, sivH. Para o gene spvC a positividade foi de 30%
(6/20), para sopE apenas 5% (1/20) e o gene sef4 nao foi identificado em nenhuma das
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cepas. Ja nas cepas isoladas de amostras clinicas de humanos, foi determinado 100%
(23/23) de positividade para os genes invA4, agfA, hilA e sivH, sendo o gene avr4
encontrado em 95,7% (22/23), o gene Ipf4 em 91,3% (21/23), spvC em 47,8% (11/23) e

sopE em 8,7% (2/23), e nenhuma das cepas foi positiva para o gene sef4.

Tabela 3. Presenca de genes de viruléncia em S. Typhimurium isoladas de

alimentos e amostras clinicas de humanos

TESTE EXATO

GENE HUMANOS  ALIMENTOS TOTAL (%) DE FISHER
sefA 0/23 0/20 0% (0/43) p>0,99
InfA 21/23 20/20 95,3% (41/43) p=0,49
avrd 22/23 20/20 97,6% (42/43) p>0,99
invA 23/23 20/20 100% (43/43) p>0,99
agfA 23/23 20/20 100% (43/43) p>0,99
sopE 02//23 1//20 6,9% (3/43) p>0,99
hild 23/23 20/20 100% (43/43) p>0,99
sivH 23/23 20/20 100% (43/43) p>0,99
spvC 11//23 6//20 39,5% (17/43) p=0,35

Foi possivel tragar cinco perfis de viruléncia (tabela 4). O perfil P1 incluiu sete dos
nove genes analisados, Ipf4, avrA, invA, agfA, sopE, hil4 e sivH. Esse perfil representou
6,9% (3/43) das cepas, sendo 2/23 (8,6%) isoladas de amostras clinicas de humanos e 1/20
(5%) de alimentos.

O gene sopE, que foi positivo apenas no perfil P1, ¢ um dos responsaveis pela
invasao celular, induzindo alteragdes na membrana e citoesqueleto da célula (RAHMAN
et al., 2004). Este gene ja foi descrito em isolados de diferentes origens com ocorréncia
de 86 % (RAHMAN et al., 2005). Apesar do pequeno numero de cepas que apresentaram
esse perfil neste estudo, o resultado ¢ relevante para a saude publica, ja que em caso de
infeccdo e expressao de todos os genes, € provavel o desencadeamento de episddios mais
graves de salmonelose.

O perfil que apresentou maior prevaléncia foi o P2, composto pelos genes /pf4,
avrA, invA, agfA, hilA sivH, spvC, representando 48,8% (21/43) do total de cepas, sendo
que dessas, 13/20 (65%) foram isoladas de alimentos e 8/23 (34,7%) de amostras clinicas
de humanos. O padrdes P3 (2,3%) e PS5 (4,6%) foram os menos encontrados e
identificados apenas em isolados de amostras clinicas. O perfil P4 foi o segundo mais

frequente, incluindo 16/43 (37,2%) cepas e destaca-se como o de maior prevaléncia entre
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os isolados de amostras humanas (10/23 - 43,4%).

Tabela 4. Perfis obtidos através dos resultados de presenca ou auséncia dos genes

PERFIS DE VIRULENCIA HUMANO ALIMENTO N=43
N=23 N=20

P1: Ipfd4, avrA, invA, agfA, sopE, hilA, sivH 2 (8,6%) 1 (5,0%) 3 (6,9%)

P2 IpfA, avrA, invA, agfA, hilA sivH, spvC 8 (34,7%) 13 (65,0%) 21 (48,8%)

P3: IpfA,invA,agfA,hilA,sivH, spvC 1 (4,3%) 0 (0%) 1 (2,3%)

P4: IpfA, avrA, invA, agfA, hilA, sivH 10 (43,4%) 6 (30,0%) 16 (37,2%)

P5: avrd, invA, agfA, hilA, sivH 2 (8,6%) 0 (0,0%) 2 (4,6%)
TOTAL 23 (100%) 20 (100%) 43 (100%)

O hilA ¢ um dos genes utilizados para identificacdo do género Sal/monella spp
(BORGES et al., 2013) e foi identificado em todos as cepas analisadas. O gene sivH
também foi identificado em todas os isolados, e isso concorda com outros estudos
(BORGES et al., 2013; KINGSLEY et al., 2013); este gene ¢ relacionado a cepas mais
patogénicas (BORGES et al.,2013).

O gene sef4 nao foi identificado em nenhum dos isolados, resultado j& esperado,
uma vez que esse gene estd localizado no operon sefABCDE, que ¢ exclusivo dos
sorovares Enteritidis, Moscow, Dublin e Blegdon (OCHOA et al., 2005). Apesar disso, ¢
importante seu monitoramento, considerando que pode haver transferéncia horizontal de
genes por recombinagao.

O gene spv(C ¢ associado a bacteremia (MKANGARA etal., 2019) e esteve presente
nos perfis de viruléncia P2 e P3. E um gene plasmidial associados a alguns sorovares de
Salmonella como Enteritidis, Typhimurim, Pullorum e Gallinarum (PAL etal.,2017; LAN etal.,
2018). Ja o gene agfA participa na formagao de biolfimes e adesdo em mucosas (YOO et
al., 2013). Weber et al. (2019) determinaram sua presenga em todas amostras analisadas,
concordando com os resultados deste estudo, onde 100% das cepas foram positivas para
0 gene.

Nao foi possivel a associacdo epidemioldgica entre os perfis de viruléncia em relag@o ao
tipo de amostra da qual foram isolados ou local de isolamento, impossibilitando a associagdo
entre rotas de contaminagao ou contaminagao cruzada. Porém, deve-se ressaltar aimportancia
dos perfis identificados e seu potencial patogénico, o que instiga ao uso de outras técnicas

para avaliar a associagdo, como a eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE), tipagem
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de sequéncia multilocus ou sequenciamento génico (URWIN et al., 2003; SHARMA-
KUINKEL et al., 2016).
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5 CONCLUSAO

O conjunto de genes identificados em S. Typhimurium demonstrou a presenga de
cinco perfis de viruléncia, com no minimo cinco genes associados, demonstrando o
potencial patogénico das cepas isoladas de humanos e alimentos. A diversidade dos locais
de isolamento e amostras de que foram obtidas ndo permitiu estabelecer a relagdo

epidemiologica entre os isolados..
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