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RESUMO

A salmonelose é uma enfermidade de importancia mundial que preocupa as
autoridades sanitarias pelo potencial zoonotico e por ser barreira ao comeércio
internacional de alimentos. Alguns sorovares sdo diretamente associados a saude
publica por serem mais incriminados na etiologia da enfermidade em humanos, mas
outros, como S. Minnesota, tém trazido preocupacdo pelo aumento no niumero de
isolamentos na cadeia de producdo de frangos de corte. Pouco se conhece sobre a
viruléncia deste sorovar e seu potencial em causar doengca humana. Objetivou-se
avaliar caracteristicas de viruléncia, o perfil de resisténcia antimicrobiana e o padrao
de similaridade genética de 71 cepas de S. Minessota isoladas na cadeia produtiva
de frangos de corte. As cepas foram isoladas no periodo de 2009 a 2010 em duas
unidades de uma empresa (A e B) com ciclo completo de producéo, localizadas em
estados diferentes. Os isolados foram sorotipificados e submetidos ao teste de
susceptibilidade antimicrobiana pelo teste de difusdo em disco. Apés, utilizando
PCR, foi avaliada a presenca dos genes invA (invasao), IpfA (fimbria-adesao), agfA
(fimbria-biofilme) e sefA (fimbria-adeséo). Utilizando PCR, foi realizada a
identificacdo de genes de resisténcia aos beta-lactamicos (blatem, blasyy € blacrtx-m).
A relacao filogenética foi determinada por método de RAPD-PCR. Dentre as drogas
testadas, os maiores percentuais de resisténcia foram para tetraciclina e
sulfonamida, com 93,8% na unidade A e 89,7% na unidade B. Foram reconhecidos
oito perfis de resisténcia aos antimicrobianos (Al a A8) dentre as cepas isoladas na
industria A, sendo que 30 (93,8%) apresentaram resisténcia ou resisténcia
intermediaria a pelo menos um antibiético. Dezesseis (53,3%) foram resistentes a
dois antimicrobianos (Al) e 14 (46,7%) consideradas multi resistentes, pois
apresentaram resisténcia a trés ou mais classes de drogas (A2 a A7). Das 39 cepas
provenientes da industria B, 11 perfis foram identificados (B1 a B11), sendo 35
(89,7%) cepas resistentes ou com resisténcia intermediaria a pelo menos uma
droga. Destas, 10 (28,6%) foram resistentes a dois antibioticos (B1), e 25 (71,4%)
multi resistentes (B2 a B10). Do total de cepas das duas industrias, 100% foram
positivas para 0 gene invA, 98,6% para o gene agfA, 49,3% para o gene IpfA e
nenhuma cepa apresentou o gene sefA. Houve 52,1% de positividade para dois

genes concomitantemente, e 47,9% para trés dos genes avaliados. Quanto aos



genes de resisténcia estudados, apenas trés cepas foram positivas para o gene
blatem (4,2%), 11 (15,5%) para o gene blactx.m, Ndo havendo positividade para o
gene blasyy. A avaliacdo filogenética demonstrou a presencga de sete clusters com
similaridade superior a 80% e trés perfis distintos. Com base no dendrograma
observou-se a disseminacdao de um mesmo perfil em ambas as empresas, a ragao
como possivel fonte de contaminacdo e a persisténcia do agente por longos
periodos no ambiente. A presenca dos genes de viruléncia e o perfil de resisténcia
aos antimicrobianos observados nas cepas de S. Minnesota demonstram a
necessidade de um constante monitoramento na cadeia de producdo avicola para

minimizar os perigos de contaminag&o do produto final.

Palavras-chave: RAPD. Resisténcia antimicrobiana. Salmonelose. Viruléncia.



ABSTRACT

Salmonellosis is an illness of global importance that worries health authorities by
zoonotic potential and by being a barrier to international trade in food. Some serovars
are directly associated with public health because they are incriminated in the
etiology of the disease in humans, but others, like S. Minnesota, have brought
concern the increase in the number of isolates in broiler production chain. Little is
known about the virulence of this serovar and its potential to cause human disease. It
aimed to evaluate virulence characteristics, antimicrobial resistance profile and the
pattern of genetic similarity of 71 strains of S. Minnesota isolated in the production
chain of broilers. The strains were isolated from 2009 to 2010 period, into two units of
a company (A and B) with complete cycle of production, located in different states.
Isolates were serotyped and submitted to antimicrobial susceptibility by disk diffusion
test. Later, using PCR, were evaluated the presence of invA (invasion), IpfA (pili-
adhesion), agfA (pili-biofilm) and sefA (pili-adhesion) genes. Next, using PCR, was
performed the identification of genes conferring resistance to beta-lactams (blargy,
and blasyy blacrx-m). The phylogenetic relationship was determined by RAPD-PCR
method. Among the drugs tested, the highest percentages of resistance were to
tetracycline and sulfonamide, with 93.8% in unit A and 89.7% in unit B. Were
recognized eight antimicrobial resistance profiles (Al to A8) among strains isolated in
industry, and 30 (93.8%) were resistant or intermediate resistance to at least one
antibiotic. Sixteen (53.3%) were resistant to two antibiotics (A1) and 14 (46.7%) were
considered multi resistant, because they were resistant to three or more classes of
drugs (A2 to A7). Of the 39 strains from the B industry, 11 profiles have been
identified (B1 to B11l), being 35 (89.7%) resistant strains or with intermediate
resistance to at least one drug. Of these, 10 (28.6%) were resistant to two antibiotics
(B1), and 25 (71.4%) multiple resistant (B2 to B10). Of all strains of both industries,
100% were positive for the invA gene, 98.6% for agfA gene, 49.3% for IpfA gene and
no strain showed the sefA gene. There was positivity of 52.1% for two genes
simultaneously, and 47.9% for three of the evaluated genes. As to the resistance
genes studied, only three strains (4,2%) were positive for blargm gene, 11 (15.5%) for
blactx-.v gene, and there was no positivity for blasyy gene. Phylogenetic evaluation

showed the presence of seven clusters with similarity greater than 80% and three



distinct profiles. Based on the dendrogram we observed the spread with similar
profiles in both companies, the feed as a possible source of contamination and the
persistence of the agent for long periods in the environment. The presence of
virulence genes and antimicrobial resistance profile observed in S. Minnesota strains
demonstrate the need for constant monitoring in the poultry production chain to

minimize end-product contamination hazards.

Keywords: RAPD. Antimicrobial Resistance. Salmonellosis. Virulence.
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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

Salmonella é reconhecida como um dos mais importantes patégenos de
origem alimentar para humanos e animais, causando doencas com gravidade
variada e gerando custos médicos elevados (LEE et al., 2015). A carne de frango
continua a ser identificada como a principal fonte para salmonelose humana
(FINSTAD et al., 2012).

Esse agente esta ligado as aves desde o inicio da historia da producéo
avicola e sua epidemiologia e controle sdo extremamente complexos, dependendo
de inimeras variaveis como o sorovar, o hospedeiro, 0 ambiente e também as
caracteristicas geograficas (MUNIZ, 2014).

O Brasil tem se firmado atualmente como um grande produtor de aves, sendo
que aproximadamente 32% de toda a producao nacional € exportada. Desde 2008 o
pais conquistou o posto de maior exportador de carne de frango no mundo e ainda
hoje tem sustentado esta posicdo de destague. Os principais mercados externos
para o produto avicola brasileiro sdo a Europa, Asia e Oriente Médio (UBABEF,
2014). Neste contexto, o controle da Salmonella spp. dentro da cadeia produtiva
ganha importancia, pois a presenca do patégeno na carne é parametro de qualidade
e interfere na relacdo comercial entre os paises, podendo levar até mesmo a
destruicdo do produto exportado caso seja detectada a positividade (BACK;
ISHIZUKA, 2010).

Os agravos causados por Salmonella ndo tifoide (SNT) representam um
problema de salde publica em todo o mundo. Estima-se que este patdégeno seja
responsavel por 93 milhdes de casos novos de gastroenterite todos os anos, dos
quais 155 mil evoluem para 6bito (MAJOWICZ et al., 2010). Nos paises da Uniao
Europeia as salmoneloses foram a segunda maior causa das doencas zoonoticas
em 2012, atras apenas da campilobacteriose, com 91.034 casos confirmados e 61
Obitos (EFSA/ECDC, 2014). Em 2005, o Sistema Nacional Australiano de Vigilancia
de Doencas Notifichveis registrou 7.720 casos de salmonelose, sendo esta a
segunda maior causa de infec¢cdes por bactérias no pais (HALL et al., 2008). Em
2008, nos Estados Unidos, SNT foi o patdgeno que mais causou infeccoes,
contando com 7.444 casos de salmonelose confirmados, o que representou 38,95%
das infec¢Bes por bactérias naquele ano (NYACHUBA, 2010).
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Entre os anos de 2000 e 2014, foram registrados 9.719 surtos de doencas
transmitidas por alimentos no Brasil, cujo principal patégeno foi Salmonella sp.,
apontado como causa primaria de 38,2% (1.564/4.099) dos surtos em que houve
identificacdo do agente etiologico (BRASIL, 2014).

Embora haja constantes mudancas na ordem de classificagdo, no Brasil, 0s
sorovares mais isolados de aves incluem Salmonella Enteritidis, S. Minnesota, S.
Agona e S. Infantis (FREITAS, 2011). Destes sorovares, Salmonella Minnesota tem
ligacdo limitada a salmonelose humana, enquanto Salmonella Typhimurium e
Enteritidis séo os sorotipos mais identificados com casos notificados (FINSTAD et
al., 2012).

Estudos epidemiolégicos sdo de extrema importancia na identificacdo de
cepas semelhantes ao longo do processo produtivo de frangos, na constatacédo de
perfis homdlogos disseminados em locais distintos e na investigacdo da causa de
surtos de origem alimentar. A técnica de RAPD-PCR (random amplified polymorphic
DNA) tem sido amplamente utilizada para esses tipos de analises (NAWAR; KHEDR,
2014; TURKI et al., 2014; VAZQUEZ-GARCIDUENAS et al., 2014).

Sendo assim, a caracterizacdo de cepas de S. Minnesota isoladas do
ambiente avicola por técnicas molecular e fenotipica € importante para a
compreensao do risco desse agente nas plantas avicolas e para o consumidor final.
Paralelamente, a analise epidemioldgica permite avaliar o nivel de disseminacéo do
agente ao longo da cadeia produtiva de frangos e analisar os perfis circulantes no

pais.

1.1 Caracterizacdo do género Salmonella sp.

O género Salmonella foi nomeado em homenagem a Daniel Salmon, um
microbiologista veterinario do Departamento de Agricultura dos EUA (GAST, 2003;
SALYERS; WHITT, 2002). As bactérias deste género pertencem a familia
Enterobacteriaceae, e possuem forma de bacilos curtos, com largura de 0,7 a 1,5
Mm e comprimento de 2,0 a 5,0 ym, Gram-negativos e ndo formadores de esporos.
S&o na maioria moveis pela presenca de flagelos peritriquios, com exce¢ao dos
sorotipos Pullorum e Gallinarum. S&o aerdbicos ou anaerdbicos facultativos,

crescem em temperatura variando de 5 a 45°C, com temperatura de crescimento
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Otima a 37°C, e pH ideal de 7, podendo sobreviver com valores de pH de 4 a 9
(D’AOUST; MAURER, 2007; HOLT et al., 1994).

As salmonelas sdo oxidase negativa e catalase positiva, reduzem nitrato a
nitrito (exceto 2% das cepas do sorotipo Choleraesuis) e sdo vermelho de metila
positivas (exceto 9% das cepas do sorotipo Pullorum). A atividade de 4gua minima
para crescimento é de 0,94 (ICMSF, 1996). Fermentam a glicose com producéo de
acido (100% das cepas) e gas (96% das cepas), ndo fermentam a lactose e a
sacarose. Produzem H,S (95% das cepas), com excecdo dos sorotipos Paratyphi A
(90% das cepas negativas) e Choleraesuis (50% das cepas negativas). N&o
produzem indol, ndo hidrolisam ureia e descarboxilam lisina e ornitina. Fermentam o
dulcitol, com excecao dos sorotipos Typhi, Pullorum e Choleraesuis. Nao utilizam o
malonato e a maioria dos sorotipos utiliza o citrato (D’AOUST; MAURER, 2007).

A bactéria é sensivel ao calor e geralmente sdo destruidas por aquecimento a
60°C, de 15 a 20 minutos, enquanto que o processo de congelamento leva apenas a
uma reducado significativa do numero de células viaveis, ndo sendo capaz de
provocar a destruicdo completa (D’AOUST; MAURER, 2007).

De acordo com Popoff, Bockemihl e Gheesling (2004), o género Salmonella é
constituido pelas espécies S. enterica e S. bongori, sendo a primeira dividida em
seis subespécies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica. Cada
subespécie, ou espécie, no caso de S. bongori, ainda é subdividida em sorotipos ou
sorovares em funcéo de seu perfil antigénico, pela presenca dos antigenos somatico
(O), flagelar (H) e capsular (Vi), sendo que a espécie S. bongori agrupa 22 sorotipos
e as subespécies de S. enterica agrupam mais de 2400 sorotipos.

Para a nomenclatura do género, espécie, subespécie e sorovar, considera-se
0 esquema proposto pelo Centers for Disease Control and Prevention (CDC), dos
Estados Unidos, em que 0 género, a espécie e a subespécie sao escritos com letras
em italico e o sorovar em letras romanas, como descrito a seguir: Salmonella
enterica subsp. enterica sorovar Minnesota. Como apenas 0s sorotipos da
subespécie enterica recebem nome, como forma de abreviar a escrita, 0 nome da
espécie e subespécie ndo precisam ser indicados. Assim, a designacdo Salmonella
enterica subsp. enterica sorovar Minnesota, pode ser somente descrita como

Salmonella Minnesota. Sorotipos de outras subespécies de Salmonella enterica e
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agueles de Salmonella bongori sédo designados somente por seus perfis antigénicos
(CDC, 2011).

1.2 Salmonella na cadeia produtiva do frango de corte

De acordo com a UBABEF (2014), a producao brasileira da carne de frango
em 2013 foi de 12,3 milhdes de toneladas, sendo 68,4% da producédo destinada ao
mercado interno e 31,6% para exportacdo, colocando o pais na posicéao de terceiro
maior produtor mundial, perdendo apenas dos Estados Unidos com 16,9 milhdes de
toneladas e China com 13,5 milhdes de toneladas. Quanto a exportacdo mundial da
carne de frango, o Brasil ocupa o primeiro lugar, seguido dos Estados Unidos e
Unido Européia. Os inumeros avancos tecnologicos das induastrias avicolas
permitiram o crescimento do setor, colocando o pais em posicédo de destaque tanto
como produtor quanto exportador da carne de frango. No entanto, mesmo com esta
modernizacdo e os cuidados aplicados para obtencdo de um produto de alta
qualidade, a carne de frango ainda é passivel de contaminacéo, principalmente por
micro-organismos do género Salmonella.

Os frangos de corte estdo entre os principais reservatorios de Salmonella e
sdo um importante meio de transmissao da bactéria (TABO et al., 2013). As aves
infectadas com a bactéria excretam cerca de 10® células por grama de fezes, e com
isso, podem infectar um lote inteiro, podendo alcancar lotes vizinhos sem que as
aves apresentem qualquer sintomatologia da doenca (BRYAN; DOYLE, 1995;
PEREIRA; SILVA; LEMOS, 1999).

Dentro do processo de producao industrial da carne de frango de corte
existem diferentes fatores que podem contribuir para uma maior prevaléncia de
Salmonella. Cardoso e Tessari (2008) citam como fontes de transmisséo horizontal
de Salmonella sp. no sistema atual de integracdo das aves, 0s seguintes fatores:
aquisicdo de aves infectadas, presenca de roedores, passaros e aves silvestres no
ambiente de criacéo, falhas na biosseguridade, manejo inadequado, instalagbes e
equipamentos indevidamente higienizados. De acordo com Reiter et al. (2007), os
frangos sé@o colonizados predominantemente no ceco por bactérias presentes na
agua de bebida, racdo ou pelo contato com o solo contaminado. Como as racdes
sdo consideradas fontes importantes de infeccdo dos plantéis por salmonelas, as
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industrias ndo utilizam para plantéis de matrizes e avos ragbes com produtos de
origem animal, visto que as farinhas de carnes e 0ssos tem se mostrado fontes
comuns de Salmonella (BACK, 2006).

Também podem ser citados como fatores de risco, a densidade de animais, a
taxa de mortalidade, o tipo de terreno e o acesso de outros animais ao ambiente de
criacao de frangos (ELGROUD et al., 2009). A transmissao vertical de Salmonella
das matrizes para os pintainhos também tem sido documentada (LILJEBJELKE et
al., 2005).

Devido a existéncia de diversas fontes potenciais de contaminac¢do, como as
descritas anteriormente, como o0 ambiente, transporte, equipamentos, cama, vetores,
agua e a racdo, o controle de Salmonella em aviarios se constitui em uma complexa
tarefa (FAO-WHO, 2009).

Segundo Nicholson, Groves e Chambers (2005), a contaminagao de carcagas
com Salmonella parece estar principalmente ligada a infeccdo das aves durante a
criacdo e/ou transporte para o abate. Aves portadoras podem infectar outras aves
durante o processo de transporte e no tempo de espera para o abate. A
contaminacdo fecal das carcacas durante o processo de abate € inevitavel, e o grau
de contaminacdo depende das técnicas de abate aplicadas e manipulacdo das
carcacas (CARDINALE et al., 2004).

Uma vez que a contaminagcdo por Salmonella ja esteja instalada dentro da
industria de processamento, a remoc¢do do micro-organismo € dificultada devido a
sua capacidade em formar biofilme, tornando o ambiente de abate uma fonte
importante de disseminacéo do patégeno (JOSEPH; OTTA; KARUNASAGAR, 2001).

Um estudo desenvolvido por Arsenault et al. (2007), em abatedouros do
Canada, revelou que Salmonella estava presente em 21,2% das carcacas
analisadas, sendo o principal fator de risco, a presenca da bactéria no intestino da
ave.

Na Unido Européia, em 2013, o nivel de prevaléncia de frangos de corte
positivos para Salmonella spp. foi de 3,7%, em comparacdo com 3,1% em 2012
(EFSA, 2015a).

Hu, Wang e Li (2015) avaliaram a contaminag¢ao por Salmonella em carcacas
de frango distribuidas no comércio em Pequim, e encontraram que 57,6% das
amostras foram positivas. Um estudo desenvolvido por Donado-Godoy et al. (2014)
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na Colémbia, revelou que houve diferenca significativa nos niveis de Salmonella em
relacdo a temperatura de armazenamento (congelada, resfriada, a temperatura
ambiente) e a empresa avicola (frango produzido por sistema de integracdo ou nao).
Os resultados demonstraram que frangos congelados e produzidos por empresas
integradoras tiveram indices mais baixo de Salmonella.

Em um estudo realizado no sul do Brasil, Reiter et al. (2007) encontraram
16,7% de positividade para Salmonella nas amostras de gaiolas de transporte e na
agua de escaldagem, 6,7% na &gua de chiller e nas carcacgas antes da evisceracao,
3,3% nas carcacas apos o chiller e no peito fresco, 10% na coxa fresca, 13,3% na
asa congelada e coxa congelada, 6,7% no intestino, 10% na pele do peito e da coxa
e 6,7% na pele do pescoco.

Freitas (2011), em um estudo aplicando a técnica de ribotipagem para
identificacdo de cepas de Salmonella isoladas de frangos de corte no Brasil,
demonstrou que de 2004 a 2008, os sorovares mais prevalentes foram Enteritidis,
Typhimurium e Agona. Ja no periodo de 2009 a 2010, os sorovares Enteritidis e
Agona continuaram no topo da lista, juntamente com S. Minnesota, que ocupou o
segundo lugar dentre os mais isolados em amostras de origem avicola,
demonstrando que este sorovar vem ocupando espaco dentre 0s principais
sorovares de Salmonella isoladas de aves no Brasil.

O aumento na ocorréncia de S. Minnesota também foi observado na Bélgica,
de 2% em 2009 para 17,6% em 2012, quando se tornou o segundo sorotipo mais
comumente isolado de frango de corte no pais (CODA-CERVA, 2014).

Em uma tentativa de garantir a saude do lote e a inocuidade dos produtos
avicolas no Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
implementou o Plano Nacional de Sanidade Avicola (PNSA), que inclui iniciativas de
controle de Salmonella na industria avicola do pais. Os procedimentos aplicados
para granjas de matrizes visam controlar a transmissdo de S. Pullorum, S.
Gallinarum, S. Enteritidis e S. Typhimurium baseado em medidas que incluem como,
por exemplo, a utlizacdo de vacinagcdo (BRASIL, 2003). O MAPA também
implementou a vigilancia regular dos lotes para detectar S. Enteritidis, S.
Typhimurium e Salmonella spp. em frangos de corte antes do abate (BRASIL,
2009a). No entanto, a epidemiologia da Salmonella € complexa e outros sorotipos

também sdo capazes de colonizar o trato intestinal de frangos de corte e contaminar
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as carcacgas durante o abate e processamento, assim como, podem circular na
cadeia de producdo de frangos de corte, 0 que representa um desafio extra para

minimizar os riscos para os consumidores (VOSS-RECH et al., 2015).

1.3 Salmonelose e saude publica

A demanda por produtos avicolas € considerada alta, podendo ser atribuida
ao baixo custo deste produto, e pelo fato dos consumidores buscarem opcoes
alimentares mais saudaveis, como a ingestao de carne branca (ANDERSON, 2008).
No entanto, o consumo da carne de frango é considerado um fator de risco para
infec¢des por Salmonella em humanos (FAO-WHO, 2009).

Estima-se que, anualmente, aproximadamente 1,2 milhdes de pessoas
adoecam e ocorram 450 mortes devido a Salmonella néo tiféide nos Estados Unidos
(SCALLAN et al., 2011). O CDC relata que a incidéncia anual de infeccdo por
Salmonella nos EUA foi de 15,2 doentes por 100.000 pessoas. Comparado aos anos
de 2010 a 2012, a incidéncia da doenca foi 9% menor no ano de 2013 (CDC, 2014).

Em 2012, na Unido Européia, Salmonella spp. foi a causa mais
frequentemente reportada de surtos de origem alimentar (28,6%), com a carne
suina, carne de frango, carne bovina sendo responsaveis por, respectivamente,
5,8%, 3,7% e 2,0% dos surtos causados por este patégeno (EFSA; ECDC, 2014).

Dados do Ministério da Salude mostram que o0 agente etiolégico mais
associado a surtos de doencas transmitidas por alimentos no Brasil, de 2000 a 2014,
foi Salmonella spp., representando 38,2% do total de agentes notificados (BRASIL,
2014).

De acordo com Jay (2005) e FDA e CFSAN (2008), a presenca de Salmonella
sp. no alimento ndo significa necessariamente o desencadeamento de doenga no
homem. Para que ocorra a doenga, varios fatores estdo associados, entre eles, a
concentracdo da bactéria, que deve ser superior & dose infectante e a viruléncia do
sorovar envolvido. J& entre os fatores ligados ao hospedeiro, destacam-se a
espécie, raca, idade, condi¢cdes imunologicas e nutricionais. A dose infectante capaz
de provocar a doenga pode variar desde uma célula, como ocorre com S. Typhi, ou
de milhdes de células, como por exemplo, 10° a 10° para S. Bareilly e S. Newport e

10° a 10% para S. Pullorum.
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E necessaria a busca de procedimentos de controle do patdgeno,
principalmente na inddstria avicola, visando a reducdo dos niveis de contaminagéo
de carcacas de frango e, consequentemente, reduzindo o risco potencial de
transferéncia do micro-organismo para humanos, pelo consumo de alimentos
contaminados. Tais procedimentos incluem o esforgo tanto da industria com a
implantacdo de programas cada vez mais eficientes e rigidos de analise de risco e
controle de pontos criticos, envolvendo desde a criacdo do animal, o processamento
na planta industrial até o preparo do alimento pelo consumidor (SANTOS et al.,
2013).

Desde 1940, tem-se registrado um rapido aumento de salmonelas nao
especificas de humanos e animais, particularmente S. Typhimurium. Mais
recentemente, S. Enteritidis passou a ser um dos sorovares mais isolados em casos
de toxinfeccdes alimentares em humanos, devido a sua alta capacidade de
transmissdo vertical e horizontal (CARDOSO; TESSARI, 2008). Desta forma, no
Brasil e no mundo, a ocorréncia de casos de salmonelose continua a ser um grande

desafio para a saude publica.

1.4 Resisténcia antimicrobiana em Salmonella sp.

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, resisténcia antimicrobiana
€ a capacidade do micro-organismo de interromper a acdo de um determinado
agente antimicrobiano ou de atuar sobre ele, resultando em tratamentos ineficazes,
infeccbes/contaminacbes persistentes e a possibilidade de transmitir essa
caracteristica a outros micro-organismos (WHO, 2012).

O setor avicola enfrenta novas situagées de emergéncia relacionada com a
resisténcia antimicrobiana de patdégenos em toda a cadeia de producdo de aves
(GELINSKI et al., 2014).

Um aspecto importante a cerca da transmissao de Salmonella ao homem pelo
consumo de alimentos de origem animal esta associado a disseminagdo de cepas
resistentes aos antimicrobianos. A utilizacdo abusiva de antimicrobianos na medicina
humana e veterinaria, como agentes terapéuticos ou profilaticos, e também como
promotores de crescimento na produgdo animal, promove a pressao de selecéo,

favorecendo o surgimento de cepas resistentes e estreitando a escolha de
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medicamentos eficazes disponiveis para a terapéutica (LAl et al., 2014;
MUHAMMAD et al., 2010).

Outro fato importante relacionado a resisténcia aos antimicrobianos € o alerta
da Organizacdo Mundial de Saude para a emergéncia de um grande namero de
Salmonella multi resistentes a antibioticos, ja que muitas cepas tém incorporado
essa caracteristica em seu material genético. Como resultado ha uma limitagdo
severa das possibilidades de tratamento efetivo de infecces em seres humanos
(WHO, 2005). Outro problema comum associado com a resisténcia antimicrobiana
inclui a morbidade, mortalidade, e os custos associados ao tratamento e a doenca
na populacdo humana (LIMA; ANDREATTI-FILHO; PINTO, 2009; MUHAMMAD et
al., 2010), o que representa um grande problema de saude publica.

De acordo com Ungemach, Miller-Bahrdt e Abraham (2006), bactérias de
carater multi resistentes isoladas em humanos séo, pelo menos em parte, de origem
animal e podem ter adquirido seus genes de resisténcia ainda durante a criagao,
antes mesmo de ser transmitida ao homem pelo consumo de alimento. De acordo
com a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2005), estima-se que, do total de
antibiéticos produzidos no mundo, metade é utilizada em racdes animais, sendo que
na Europa verificou-se que aproximadamente 100 miligramas de antimicrobiano séo
usados em animais para a producdo de um quilograma de carne para consumo
humano.

Essa possivel transferéncia de cepas de Salmonella resistentes aos
antimicrobianos em produtos de origem animal para a populacdo humana, tem
gerado a preocupacdo de 6rgdos internacionais como WHO, OIE e Codex
Alimentarius. Em uma reunido organizada pela FAO/WHO/OIE na Itélia, em 2007,
foram apresentadas duas listas elaboradas pela WHO e a OIE referentes,
respectivamente, aos antibiéticos de uso criticamente importante para a saude
humana e animal (OIE, 2007; WHO, 2007). Esta reunido buscou identificar os
antimicrobianos pertencentes as duas listas e, tanto quanto possivel, analisar o risco
desse fato para a salde humana. Segundo este estudo, trés classes de
antimicrobianos foram consideradas como prioritarias para o desenvolvimento de
medidas e estratégias para manejo da resisténcia bacteriana, pois apareciam em
ambas as listas, sendo eles: cefalosporinas de 32 e 42 geracdes, as quinolonas

(incluindo as fluorquinolonas) e os macrolideos.
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Entre os anos de 2004 a 2006, no Brasil, foi implementado pelo Ministério da
Saude o Programa Nacional de Monitoramento da Prevaléncia e da Resisténcia
Bacteriana em Frango, conhecido como PREBAF, como parte das estratégias de
acao definidas pela ANVISA para a area de alimentos. Este estudo foi realizado com
base nas recomendacfes do Codex Alimentarius para programas de vigilancia e
controle sobre a resisténcia microbiana em micro-organismos zoonoticos
transmitidos por alimentos. O programa permitiu o conhecimento de dados de
pesquisa em vigilancia sanitaria até entdo inexistentes no pais, e seus resultados
demonstraram 0s maiores percentuais de resisténcia de Salmonella isoladas de
carcacas de frango para as drogas: estreptomicina (89,3%), sulfonamida (72,4%),
florfenicol (59,2%), ampicilina (44,8%), acido nalidixico (44,0%), ceftiofur (22,8%),
aztreonam (20,4%), enrofloxacina (18,4%), cefoxitina (17,3%) e cefalotina (12,4%).
As cepas analisadas apresentaram resisténcia a uma ou mais drogas, tendo sido
reconhecidos 98 perfis de multirresisténcia (>2 classes de antimicrobianos) em 192
(76,8%) cepas (BRASIL, 2008).

Visando evitar a propagacao da resisténcia aos antimicrobianos em bactérias
zoondticas no Brasil, foi implementada a Instru¢do Normativa n° 26 (BRASIL,
2009b), determinando que os antibiéticos pertencentes as classes dos anfenicois,
tetraciclinas, beta lactamicos subclasse dos benzilpenicilamicos, beta-lactamicos
subclasse das cefalosporinas, quinolonas e sulfonamidas sistémicas sao de uso
exclusivo veterinario em terapéutica, sendo vedada a sua utilizacdo como aditivos
zootécnicos melhoradores de desempenho ou como conservantes de alimentos para
animais.

Diversas pesquisas vém sendo realizadas com o intuito de avaliar o perfil de
resisténcia antimicrobiana de Salmonella spp. isoladas de aves e seus produtos
frente a agentes antimicrobianos. Nesse sentido, destacam-se estudos em que
foram encontrados isolados de Salmonella spp. com elevadas taxas de resisténcia
no Brasil (CAMPIONI; ZOLDAN; FALCAO, 2014; MEDEIROS et al., 2011; PANDINI
et al., 2014; VOSS-RECH et al., 2015), assim como na Espanha (CARRAMINANA et
al., 2004), Lituania (RUZAUSKAS; VIRGAILIS; SPAKAUSKAS, 2005), Estados
Unidos (ALALI et al., 2010), Africa (TABO et al., 2013), Unido Européia (EFSA,
2015b) e Grécia (SAKARIDIS et al., 2011).
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Estudos tem demonstrado que diferencas significativas no perfil de resisténcia
varia de acordo com os diferentes sorotipos de Salmonella spp. (CARRAMINANA et
al., 2004; MURMANN; SANTOS; CARDOSO, 2008). Todos o0s sorotipos de
Salmonella podem ser considerados patogénicos ao homem, porém, alguns fatores
de viruléncia parecem estar presentes em um numero limitado deles. Desta forma, a
sorotipagem e a avaliagdo do perfil de resisténcia antimicrobiana constituem
importantes ferramentas para investigacbes epidemiolégicas e para O
estabelecimento de estratégias eficientes para o uso adequado dos antibidticos
(TESSMANN et al., 2008).

Baseado nos dados apresentados,observa-se a importancia do uso
controlado de antimicrobianos na producdo animal, assim como 0 monitoramento
constante de Salmonella na cadeia avicola, como formas de contribuir com a saude
publica e com a reducao da pressdo de selecdo. Estas sdo formas adequadas para
evitar a emergéncia e a disseminacao de sorotipos resistentes, garantindo também a

eficacia clinica na utilizacdo dos antimicrobianos (PANDINI et al., 2014).

1.5 Genes de resisténcia aos antimicrobianos

As populagbes bacterianas sensiveis a acdo de drogas podem se tornar
resistentes basicamente por dois processos. Primeiro, por mutacdo espontanea e
selecdo, onde as bactérias sofrem mutacdo em seu material genético capaz de
conferir resisténcia e sobrevivem ao uso da droga e, no segundo caso, as bactérias
sensiveis sdo eliminadas. As células resistentes transferem essa caracteristica as
células-filhas, caracterizando a transmissdo vertical. Outro processo de
desenvolvimento de resisténcia € a aquisicdo de genes transportados por bactérias
que sao resistentes, caracterizando a transferéncia horizontal (TENOVER, 2006).

Varios sao 0s genes associados a resisténcia aos antibioticos pertencentes as
mais variadas classes de antimicrobianos. O grupo dos B-lactamicos (subclasse das
cefalosporinas de 32 geracdo) destaca-se por agrupar antimicrobianos muito
utilizados na medicina humana e animal no tratamento de infec¢cbes causadas por
enterobactérias, e por isso sdo de interesse para estudo de genes associados a

resisténcia. Dentre estes genes, muitos estudos citam o gene blargy € blasyy por seu
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envolvimento em quadros de resisténcia aos B-lactamicos (AHMED et al., 2014;
CARATTOLI et al., 2003; GELINSKI et al., 2014; POUGET et al., 2013).

Os B-lactamicos consistem em quatro grandes grupos, incluindo penicilina,
cefalosporinas, monobactans e carbapenémicos. Estes quatro grupos principais tém
em comum um anel B-lactdmico, que pode ser hidrolisado pelas enzimas -
lactamases resultando na inativacdo do antibiético (GUPTA, 2007). Em gram-
negativos, a producédo de B-lactamases continua a ser o0 mais importante fator que
contribui para a resisténcia aos B-lactamicos (MEDEIROS, 1997). Até agora,
centenas de B-lactamases foram descobertas e caracterizadas (JACOBY; MUNOZ-
PRICE, 2005).

De acordo com o esquema de classificagdo de Ambler, as B-lactamases
podem ser divididas em quatro classes: A, B, C, e D. As classes A, C e D atuam
sobre muitas penicilinas, cefalosporinas e monobactans. Proteinas da classe B
agem em penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos (GUPTA, 2007). AmpC, uma
enzima indutivel de origem cromossdémica encontrada em muitas espécies de
Enterobacteriaceae e P. aeruginosa € o protétipo da enzima referente a classe C
(JACOBY; MUNOZ-PRICE, 2005).

A exposicdo persistente de estirpes de bactérias a uma multiplicidade de B-
lactdmicos levou a superprodugcdo e mutagdo das B-lactamases. Algumas -
lactamases sao capazes de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas e monobactans e
sdo chamadas beta-lactamases de espectro estendido (ESBLs - Extended Spectrum
B-lactamases) (BUSH, 2001).

Inicialmente as ESBLs foram relatadas nas espécies de E. coli e Klebsiella.
Porém, atualmente elas também vém sendo encontradas em outras espécies
bacterianas, incluindo Salmonella enterica, e em diversos ambientes, sugerindo uma
expanséao global dessas enzimas (BURKE et al., 2014; GELINSKI et al., 2014; LU et
al., 2014; PATERSON; BONOMO, 2005).

A maioria das ESBLs podem ser divididas em trés grupos: TEM, SHV e CTX-
M (PATERSON; BONOMO, 2005).

A enzima TEM-1 foi originalmente descoberta em E. coli isoladas de uma
paciente chamada Temoniera, dai a designacdo TEM (GUPTA, 2007). Poucos anos

depois, foi isolada pela primeira vez a porcdo plasmidial em bactérias gram-
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negativas, que é responsavel por codificar a B-lactamase TEM-1, a qual se espalhou
pelo mundo e para muitas espécies bacterianas (PFALLER; SEGRETI, 2006).

O progenitor da classe de enzimas SHV, SHV-1 é universalmente encontrado
em K. pneumoniae. SHV-1 confere resisténcia as penicilinas de largo espectro, tais
como ampicilina, ticarcilina e piperacilina, mas ndo para cefalosporinas
(LIVERMORE, 1995). Em 1983, SHV-2 de origem plasmidial, derivado de uma
mutacdo em SHV-1, foi isolado a partir de trés K. pneumoniae que demonstraram
resisténcia a cefotaxima, bem como para outras cefalosporinas (KNOTHE et al.,
1983). Existem mais de 50 tipos de B-lactamases SHV descritas na literatura
(BRADFORD, 2001).

As enzimas do tipo CTX-M, grupo mais recente das ESBLs estdo se
espalhando rapidamente entre as bactérias pertencentes a familia das
Enterobacteriaceae em todo o mundo. CTX-M ESBLs exibem forte atividade contra
cefotaxima e ceftriaxona, mas geralmente ndo contra ceftazidima (ROSSOLINI,
D’ANDREA; MUGNAIOLI, 2008). Mais de 50 diferentes tipos de CTX-M (-
lactamases tem sido descritos e classificados com base na composicdo e
conformacdo de aminoécidos (ROSSOLINI; D’ANDREA; MUGNAIOLI, 2008). Os
micro-organismos produtores dessas enzimas tornaram-se mais prevalentes nos
altimos 10 anos, em especial nos paises europeus e da América do Sul (CANTON;
COQUE, 2006).

Alguns estudos realizados em diferentes partes do mundo mostraram a
presenca de genes de ESBLs em cepas de Salmonella ndo-tifdides isoladas de
humanos hospitalizados na América do Sul, Africa do Norte e Europa Oriental
(BONNET, 2004). Também foi observada a presenca de genes associados as
ESBLs SHV-1 e TEM-1 em E. coli e Salmonella spp. isoladas de animais e alimentos
de origem animal na Espanha, Alemanha, EUA e Reino Unido. TEM-1 é
normalmente a variante mais comum detectada entre os isolados (CARATTOLI,
2008).

O estudo de micro-organismos produtores de ESBLs pode gerar informagdes
relevantes a respeito da transferéncia de genes de resisténcia e sobre a
necessidade de medidas de controle para 0 uso de antibioticos na alimentacéo
animal. A elevada ocorréncia de transferéncia de genes associados as ESBLs
promoveu a disseminacdo desse carater para diferentes agentes patogénicos
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entéricos. Isso promoveu aumento da resisténcia a ampicilina e, mais recentemente,
da resisténcia a cefalosporina, mesmo na auséncia de pressao seletiva de agentes
antimicrobianos (MO et al., 2014).

1.6 Genes de viruléncia

Salmonella é identificada como um dos principais patégenos causador de
doencas transmitidas por alimentos, e um dos mais prevalentes em uma escala
global, consequentemente, estd diretamente envolvida com o aumento dos
problemas relacionados a seguranca alimentar. Assim, tornou-se indispensavel a
maior exploracdo das caracteristicas de viruléncia desse patogeno (ZHANG, 2013).

O processo de invasdo do hospedeiro € desafiador para Salmonella, visto que
a passagem através do trato gastrointestinal (TGI) apresenta ambientes hostis.
Dessa maneira Salmonella precisa regular constantemente sua expressado génica
para sobreviver as condicdes adversas e atravessar a mucosa intestinal, a fim de ter
acesso ao epitélio subjacente. Para isso, esse agente utiliza diferentes mecanismos
especificos para a sintese de proteinas que auxiliam na protecdo contra ambientes
estressantes, incluindo o ambiente acido do estémago, o ambiente anaerdbico no
TGI, as respostas imunes inatas, as defesas antimicrobianas, além da competicao
contra outras bactérias por nutrientes, sitios de ligacdo e outros recursos (ZHANG,
2013).

Ao todo ja foram descritas 17 ilhas de patogenicidade em Salmonella, porém
0 processo completo de invasdo ocorre, principalmente, usando duas ilhas de
patogenicidade Salmonella especificas: IPS-1 e IPS-2. O Sistema de Secrecao Tipo
Il (T3SS) esta presente nas IPS-1 e IPS-2 e é essencial para a patogénese e
colonizagéo, por meio da transferéncia de proteinas de viruléncia do citoplasma da
célula bacteriana para a célula hospedeira (HARAGA; OHLSON; MILLER, 2008).

Na IPS-1 estdo localizados genes necessarios para invasdo, caracteristica
importante para viruléncia de Salmonella enterica (SCHMIDT; HENSEL, 2004). IPS-
1 apresenta tamanho de 40kb e mais de 31 genes envolvidos direta ou
indiretamente no processo de invasdo. Em IPS-2, foram identificados 44 tipos de
estruturas funcionais, com tamanho de 25 kb. As por¢gBes dos genes responsaveis

pelo desenvolvimento de infec¢des sistémicas no hospedeiro sdo semelhantes nas
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IPS-1 e IPS-2. T3SS atua também no sistema flagelar e na segregacédo de proteinas
associadas a translocacdo de substancias efetoras que interagem com as células
hospedeiras. Os genes relacionados ao T3SS sdo denominados inv e spa, sendo
responsaveis pela sintese de proteinas que compdem a estrutura deste sistema de
secrecdo (OCHOA; RODRIGUES, 2005).

O T3SS é um mecanismo de viruléncia comum a muitas bactérias Gram-
negativas, que consiste em uma estrutura molecular semelhante a uma agulha que
atravessa a membrana da célula hospedeira, permitindo que proteinas efetoras
sejam deslocadas do citoplasma bacteriano para o interior da célula eucariotica
(TEMME et al., 2008). Uma vez no interior da célula, as proteinas efetoras interagem
com dominios de proteinas e por meio da fosforilacdo ou transferéncia de residuos,
promovem uma série de reac¢des, levando a modificacbes no citoesqueleto de actina
da célula hospedeira, possibilitando sua entrada, escape do sistema de defesa no
interior de fagossomos, morte e outras alteragdes celulares permitindo a proliferacéao
intracelular de Salmonella sp. (VIEIRA, 2009).

O operon Inv (invasibility) € composto de sete genes invVABCDEFG. O gene
invA é o primeiro no operon, desempenhando funcdo importante na invasdo de
células epiteliais. Sorotipos de Salmonella enterica que ndo possuem 0 gene invA
sdo incapazes de expressar 0s genes invABC, o que impossibilita estas cepas de
invadir células de mamiferos (PORTER; CURTISS, 1997).

O gene invA parece ser bastante conservado em todos os sorovares de
Salmonella. Rahn et al. (1992) ao estudarem 630 isolados de Salmonella spp.
pertencentes a 100 sorovares diferentes, detectaram o gene em todas as amostras
(100%). Salehi, Mahzounieh e Saeedzadeh (2005), detectaram o gene em todas as
192 amostras de Salmonella spp. isoladas de carcacas de frango provenientes da
provincia de Shiraz no Iran. Em uma outra analise, Okamoto et al. (2009) ao
pesquisarem o gene invA em isolados de Salmonella Enteritidis provenientes de
figado, ceco, saco da gema, ovério, suabes de cloaca e em carcacas de frangos,
encontraram 97% de positividade. Zou et al. (2012), em um estudo realizado na
Carolina do Norte (EUA), no periodo de junho de 2009 a setembro de 2010,
observaram que 99,3% das cepas de Salmonella Enteritidis, isoladas de surtos de

salmonelose em humanos, apresentavam o gene. Rowlands et al. (2014) detectaram
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a presenca do gene em 100% das 237 cepas de Salmonella enterica isoladas de
alimentos no Brasil.

A fixacdo da bactéria a célula do hospedeiro é essencial a sua
patogenicidade. Antes de invadir qualquer tipo de célula, as enterobactérias
necessitam entrar em contato, aderir e se fixar a um ou mais tipos celulares
encontrados no tecido intestinal (GIBSON et al., 2007).

A fimbria longa polar, codificada pelo gene IpfA, é mais longa do que as
demais fimbrias e esta polarmente localizada na célula bacteriana. O operon
IpfABCDE, que apresenta cinco genes, foi identificado pela primeira vez em uma
cepa de S. Typhimurium, estando relacionado com a adesdo as células M do
intestino. Em estudos com ratos, foi demonstrado que a fimbria longa polar é
relacionada ao tropismo pelas placas de Peyer do intestino, primeiro sitio de
infeccdo desta bactéria. Desta forma, ela é importante no inicio da infeccao, apés a
ingestdo, juntamente com outros genes relacionados a invasibilidade. Outra fungéo
gue pode estar relacionada a esta fimbria é a de conferir imunidade cruzada entre os
diferentes sorovares de Salmonella. O operon Ipf ndo é conservado entre 0s
sorovares, provavelmente devido a selecdo entre bactérias com e sem 0 gene em
diferentes hospedeiros (OCHOA; RODRIGUES, 2005; NORRIS; BAUMLER, 1999).

O operon agf, codifica a fimbria Tafi (Thin Aggregative Fimbriae), um polimero
multifuncional conservado na maioria dos sorovares de Salmonella. O gene agfA
codifica a subunidade AgfA da fimbria agregativa, cuja principal funcao é promover a
interacdo inicial da bactéria com o intestino do hospedeiro. Estudos tém
demonstrado que esta fimbria se liga a varias proteinas do hospedeiro, entre elas a
fibronectina, facilitando a sobrevivéncia da bactéria e a sua associacdo com o
epitélio intestinal. Também esta relacionada com a auto-agregacdo da Salmonella
spp., que € importante para aumentar sua sobrevivéncia frente aos acidos
estomacais do hospedeiro, de surfactantes e de outros agentes bactericidas, uma
vez que a formacao de biofilmes reduz a superficie de contato (GIBSON et al., 2007;
WHITE et al., 2003).

O operon sef contém quatro genes (sefABCD) necessarios para a
translocacdo e formacdo da fimbria SEF14, uma das principais do género
Salmonella. O gene sefA codifica a maior subunidade da proteina SefA, que compde

a fimbria SEF14. O sefB codifica uma proteina da membrana externa, sefC codifica
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o maior componente da fimbria, e sefD uma adesina. Esta fimbria esta relacionada
com as etapas de infeccdo posteriores a colonizacdo do epitélio cecal do
hospedeiro, tornando-se de extrema importancia para a aderéncia ou sobrevivéncia
da bactéria dentro dos macrofagos (MIRMOMENI; KIANI; SISAKHTNEZHAD, 2008).

O estudo desenvolvido na Carolina do Norte por Zou et al. (2012) determinou
99,3% de positividade para o gene sefA em cepas de Salmonella Enteritidis isoladas
de surtos de salmonelose em humanos. Para Libby et al. (2004), apesar de o papel
dos operons fimbriais na viruléncia da infeccdo por Salmonella em aves néo estar
completamente estabelecida, devido ao grande niumero de operons fimbriais, pode-
se sugerir que a bactéria apresenta diferentes mecanismos de aderéncia quando em
diferentes hospedeiros.

Estudos foram realizados para avaliar a viruléncia em cepas de diferentes
sorovares de Salmonella oriundas de paises da Europa e dos Estados Unidos, os
quais descreveram diferencas consideraveis em sua capacidade invasiva in vitro
(SUEZ et al., 2013), bem como em sua capacidade de causar doenca em ratos
(SWEARINGEN et al., 2012).

Andlises genbmicas comparativas em Salmonella enterica revelaram que
existem variagdes em elementos de viruléncia em todos os sorovares (JACOBSEN
et al., 2011), porém, esses dados ainda ndo sdo plenamente conhecidos. Esta
variabilidade sugere que sorovares com baixa viruléncia sdo menos eficientes tanto
na capacidade de invasdo quanto na de replicacdo no interior do hospedeiro,
limitando o perfil de patogenicidade (MCWHORTER; CHOUSALKAR, 2015).

1.7 Tipagem molecular por RAPD-PCR

O sucesso dos estudos de vigilancia epidemiolégica de Salmonella esta
relacionado com os procedimentos de tipagem aplicados para diferenciar o0s
genotipos. Varios métodos de tipagem para Salmonella tém sido descritos para fins
epidemioldgicos e filogenéticos (ARAQUE, 2009; NATH; MAURYA; GULATI, 2010).
Esses métodos de tipagem baseados na analise do DNA estdo se tornando cada
vez mais Uteis para a realizacdo de levantamentos epidemiologicos de bactérias
patogénicas (REZK et al., 2012).
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O RAPD (Randomly amplified polymorphic DNA) é caracterizado como uma
técnica que se baseia na amplificacdo, por meio de PCR, de por¢Bes do genoma
bacteriano que permitem a ligacdo com os iniciadores com sequéncias arbitrarias a
uma baixa temperatura de anelamento. Para garantir maior poder discriminatorio da
técnica € essencial a utilizacdo de mais de um primer na andlise final do
dendrograma. A técnica de RAPD-PCR, entre outros procedimentos de tipagem
genéticas, € considerada uma ferramenta util para o rastreamento epidemiolégico de
Salmonella e para distinguir estirpes de Salmonella a partir de diferentes origens
geograficas. Também representa uma metodologia importante para a classificacéo
filogenética de cepas isoladas de surtos humanos e de origem avicola, além de
complementar métodos de sorotipagem e de fagotipagem (DE CESARE et al., 2001;
LIM et al., 2005; QUINTAES et al., 2004; SMITH et al., 2011; SOTO et al., 1999,
2000).

Trata-se de uma técnica rapida que permite detectar polimorfismos
gendmicos, por meio de iniciadores de sequéncia curta. A PCR é realizada sob
condicBes de baixa temperatura para gerar um conjunto reprodutivel com produtos
especificos que sdo subsequentemente analisados por eletroforese em gel de
agarose. A eficacia, rapidez e flexibilidade do método de tipagem por RAPD permite
sua ampla utilizacdo em estudos epidemiolégicos moleculares (SOTO et al., 1999).

O padrao ouro para diferenciar cepas epidemiologicamente relacionados de
S. enterica € a andlise de Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) (FOLEY;
LYNNE; NAYAK, 2009). No entanto, a andlise de por¢cbes do DNA repetitivas
também tem mostrado resultados bem sucedidos, e mesmo tdo ou mais eficazes do
gue o PFGE (DE OLIVEIRA et al., 2007; TURKI et al., 2012). Além disso, foi relatado
que a utilizacdo das sequéncias polimorficas do DNA amplificadas ao acaso (RAPD)
combinadas com outras técnicas de tipagem séo Uteis para monitorar surtos e casos
clinicos de gastroenterite causada por sorotipos de S. enterica (BETANCOR et al.,
2009).

Contrariamente as vantagens da técnica de RAPD-PCR, existem criticas
referentes a sua falta de reprodutibilidade em laboratérios (PEREIRA; CARNEIRO;
AMORIM, 2008). Esta desvantagem torna-se irrelevante quando se estuda cepas ja
caracterizadas dentro do espaco e tempo limitado, em que as comparagdes com
cepas independentes oriundas de outras localidades sdo desnecessarias. Por
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conseguinte, essa metodologia permanece como uma ferramenta de analise valida
para epidemiologistas, sendo particularmente Gtil em paises com recursos limitados
de saude publica (VAZQUEZ-GARCIDUENAS et al., 2014).

Um estudo realizado por Turki et al. (2014) avaliou cinco diferentes técnicas
de analise filogenética de 57 cepas de Salmonella enterica de diferentes origens
pertencentes ao mesmo sorovar (Kentucky) provenientes da Africa, Asia e Europa.
Os ensaios foram realizados por meio de comparacdo entre PFGE, RAPD, ERIC
(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus), ribotipagem e perfil plasmidial
(plasmid profiling). Os resultados mostraram um maior poder discriminatorio para as
técnicas de RAPD e ERIC, ambas com valores equivalentes (D>0,9). Logo, 0s
autores constataram que a rapidez, combinada com a simplicidade do processo e
aliado ao sucesso na rotina laboratorial referente ao elevado grau discriminatorio,
fazem essas metodologias adequadas para a deteccdo de novas cepas, para a
investigacdo epidemioldgica e para a analise de diversidade genética.



29

CAPITULO 2 - S. Minnesota DE ORIGEM AVICOLA APRESENTAM FATORES DE
VIRULENCIA E RISCO POTENCIAL AOS HUMANOS

Autores: Adilson Ribeiro Resende, Eliane Pereira Mendonca, Roberta Torres de
Melo, Priscila Christen Nalevaiko, Daise Aparecida Rossi

Periddico: Pesquisa Veterinaria Brasileira



COONOOT UV BWN -

30

S. Minnesota de origem avicola apresentam fatores de
viruléncia e risco potencial aos humanos!

Adilson R. Resende?", Eliane P. Mendonga?, Roberta T. Melo?, Priscila C. Nalevaiko?, Guilherme P.
Monteiro?, Daise A. Rossi?

ABSTRACT.- Resende A.R., Mendonga, E.P., Melo R.T., Nalevaiko P.C. Monteiro, G.P. & Rossi D.A. 2015. [S.
Minnesota poultry origin have virulence factors and potential risk to human] S. Minnesota de origem
avicola apresentam fatores de viruléncia e risco potencial aos humanos. Pesquisa Veterindria Brasileira
00(0):00-00. Laboratério de Biotecnologia Animal Aplicada, Faculdade de Medicina Veterinaria,
Universidade Federal de Uberlandia, Av. Ceara s/n, Bairro Umuarama, Bloco 2D, sala 43, Uberlandia, MG
38405-303, Brazil. E-mail: adilresende@yahoo.com.br

It aimed to evaluate virulence characteristics, antimicrobial resistance profile and the pattern of
genetic similarity of 71 strains of S. Minnesota isolated in the production chain of broilers. The strains
were isolated in the 2009-2010 period into two units of a company (A and B). Isolates were serotyped and
submitted to antimicrobial susceptibility by disk diffusion test. Later, using PCR, were evaluated the
presence of genes invA (invasion), IpfA (pili-adhesion), agfA (pili-biofilm) and sefA (pili-adhesion) and the
genes conferring resistance to beta-lactam (blatewm, blasuv and blacrx.m). The phylogenetic relationship was
determined by RAPD-PCR method. Among the drugs tested, the highest percentages of resistance were to
tetracycline and sulfonamide, with 93.8% in unit A and 89.7% in unit B. Were recognized eight
antimicrobial resistance profiles (A1 to A8) among strains isolated at industry A. Of the 39 strains from
industry B, 11 profiles have been identified (B1 to B11), being 35 (89.7%) resistant strains or with
intermediate resistance to at least one drug. Of all strains of both industries, 100% were positive for the
invA gene, 98.6% to agfA gene, 49.3% for IpfA gene, and no strain showed the sefA gene. As to the
resistance genes studied, only three strains were positive for the gene blatem (4.2%), 11 (15.5%) for the
blacrx-m gene. Phylogenetic evaluation showed the presence of seven clusters with similarity greater than
80% and three distinct profiles. Based on the dendrogram we observed the spread with similar profiles in
both companies, the feed as a possible source of contamination and the persistence of the agent for long
periods in the environment. The presence of virulence genes and the profile of antimicrobial resistance
observed in S. Minnesota strains demonstrate the need for constant monitoring in the poultry production
chain to minimize contamination hazard of the final product and for the consumer.

INDEX TERMS: Molecular Epidemiology, Pathogenicity Factors, Antimicrobial Resistance, Salmonellosis.

RESUMO. - Objetivou-se avaliar caracteristicas de viruléncia, o perfil de resisténcia antimicrobiana e o
padrdo de similaridade genética de 71 cepas de S. Minessota isoladas na cadeia produtiva de frangos de
corte. As cepas foram isoladas no periodo de 2009 a 2010 em duas unidades de uma empresa (A e B). Os
isolados foram sorotipificados e submetidos ao teste de susceptibilidade antimicrobiana pelo teste de
difusdo em disco. Apos, utilizando PCR, foi avaliada a presenga dos genes invA (invasio), IpfA (fimbria-
adesdo), agfA (fimbria-biofilme) e sefA (fimbria-adesido) e os genes de resisténcia aos beta-lactimicos
(blargm, blasuy e blacrx.m). A relagdo filogenética foi determinada por método de RAPD-PCR. Dentre as
drogas testadas, os maiores percentuais de resisténcia foram para tetraciclina e sulfonamida, com 93,8%
na unidade A e 89,7% na unidade B. Foram reconhecidos oito perfis de resisténcia aos antimicrobianos
(A1 a A8) dentre as cepas isoladas na industria A. Das 39 cepas provenientes da industria B, 11 perfis
foram identificados (B1 a B11), sendo 35 (89,7%) cepas resistentes ou com resisténcia intermediaria a
pelo menos uma droga. Do total de cepas das duas industrias, 100% foram positivas para o gene inv4,
98,6% para o gene agfA, 49,3% para o gene IpfA e nenhuma cepa apresentou o gene sefA. Quanto aos
genes de resisténcia estudados, apenas trés cepas foram positivas para o gene blarsu (4,2%), 11 (15,5%)
para o gene blacrx.u. A avaliagdo filogenética demonstrou a presenca de sete clusters com similaridade
superior a 80% e trés perfis distintos. Com base no dendrograma observou-se a dissemina¢do de um
mesmo perfil em ambas as empresas, a ragdo como possivel fonte de contaminacgdo e a persisténcia do
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2 Laboratério de Biotecnologia Animal Aplicada, Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade Federal de
Uberlandia (UFU), Av. Ceara s/n, Bairro Umuarama, Bloco 2D, Sala 43, Uberlandia, MG 38405-303, Brasil. *Autor para
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agente por longos periodos no ambiente. A presenca dos genes de viruléncia e o perfil de resisténcia aos
antimicrobianos observados nas cepas de S. Minnesota demonstram a necessidade de um constante
monitoramento na cadeia de produ¢do avicola para minimizar os perigos de contaminacdo do produto
final e para o consumidor.

TERMOS DE INDEXAGAO: Epidemiologia molecular, fatores de patogenicidade, resisténcia antimicrobiana,
salmonelose.

INTRODUCAO

A salmonelose é uma das zoonoses mais complexas que afetam a satide publica mundial. O patégeno é
encontrado em uma ampla variedade de reservatérios animais, principalmente em frangos de corte, em
diversos ambientes, o que explica seu alto potencial de disseminacdo. O consumo da carne de frango é
considerado um importante fator de risco para ocorréncia da doenga em humanos (EFSA 2015).

Outro aspecto importante é a dispersdo de cepas resistentes aos antimicrobianos. O uso desses
agentes na medicina humana e veterinaria promove pressio seletiva, favorecendo o surgimento de cepas
resistentes e estreitando a escolha de medicamentos terapeuticamente eficazes (Lai et al. 2014). Os
problemas mais comuns relacionados com a resisténcia antimicrobiana incluem morbidade, mortalidade
e os custos associados com doengas (Muhammad et al. 2010).

Devido a existéncia de varias fontes potenciais de infeccdo e contaminacdo, como o ambiente,
transporte, equipamentos, cama, vetores, dgua e racdo, o controle de Salmonella é bastante complexo
(FAO-WHO 2009). Somado a isto, varios sorotipos sdo capazes de colonizar o trato intestinal de frangos
de corte e contaminar as carcagas durante o abate e processamento, permanecendo circulantes na cadeia
de producdo de frangos de corte, o que representa um desafio extra para minimizar os riscos para os
consumidores finais (Voss-Rech et al. 2015).

Um dos instrumentos de intervencdo para garantir a inocuidade dos alimentos é o Rapid Alert
System for Food and Feed (RASFF), um portal da Comissdo Européia, que tem por finalidade garantir que
os produtos de origem alimentar sejam livres de patégenos e toxinas. No ano de 2013 houve um aumento
significativo das notificagcdes por meio do RASFF ao produto de origem brasileira (UBABEF 2013). Os
sorovares mais prevalentes identificados na carne de frango brasileira foram Enteritidis seguido de
Minnesota (Freitas 2011, RASFF 2012).

Estudos para rastrear o patégeno ao longo da cadeia produtiva podem ser tuteis na prevengio e
na implantagdo de programas mais eficazes de controle. Nas udltimas décadas, métodos de tipagem
molecular de Salmonella estio sendo utilizados para determinar a relagio filogenética entre as cepas.
Entre estes, o pulsed field gel electrophoresis (PFGE) é considerado o padrdo ouro para o subtipagem
molecular de Salmonella (Favier et al. 2013, Yang et al. 2013). Porém, a técnica de RAPD-PCR vem
garantindo alto poder discriminatério e é amplamente utilizado em estudos epidemiolégicos em varios
paises (Vazquez-Garciduenas et al. 2014, Turki et al. 2014)

No Brasil, existem poucos trabalhos publicados sobre sorotipos de Salmonella nao-tiféide,
especialmente sobre Salmonella Minnesota, ja que o maior foco é aplicado aos sorovares S. Enteritidis e S.
Typhimurium devido a questdes de saide publica (Vaz et al. 2010). S. Minnesota foi considerado o
sorotipo mais prevalente em poedeiras no Chad, Africa Central (Tabo et al. 2013) e também em granjas de
frangos na Bélgica (CODA-CERVA 2014). No entanto, até o momento, raramente é responsavel por surtos
de salmonelose humana no mundo (CDC 2013, EFSA 2014).

Considerando o aumento no nimero de isolamentos de S. Minnesota em produtos avicolas,
objetivou-se avaliar a resisténcia aos antimicrobianos e a presenca de genes de viruléncia, assim como,
compreender o padrdo de distribuicdo e disseminagdo desse sorovar no processo produtivo de frangos, e
0s possiveis riscos que possa acarretar na saude humana.

MATERIAL E METODOS

0 estudo foi realizado com 71 cepas de Salmonella Minnesota isoladas em duas unidades de abate de
frangos de corte, com ciclo completo de produgio e sistema de integracao, localizadas nos estados de Sdo
Paulo (Industria A) e Mato Grosso do Sul (Industria B), Brasil, durante o periodo de 2009 a 2010. As
plantas de abate possuiam servico de inspecdo federal e a carne de frango produzida era comercializada
em todo o territério nacional e exportada. As amostras foram colhidas em todo o ciclo de producdo, desde
granjas de frangos de corte até o produto final industrializado pronto para o comércio.

Foram analisadas 31 cepas provenientes dos aviarios de frango de corte, isoladas a partir de
amostras de suabes de arrasto do galpdo (3) e de equipamentos (5) e suabes de cloaca (2), suabe de
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arrasto com propé (15) e propé (6), quando os frangos estavam com aproximadamente 30 dias. As 39
amostras provenientes do abatedouro foram colhidas nos pontos exigidos no Programa de Reducdo de
Patégenos - PRP (BRASIL, 2003) e, adicionalmente, outros pontos que apresentavam maior frequéncia de
isolamento de Salmonela na rotina das industrias estudadas, incluindo amostras de cortes carneos (17),
carcaca inteira (16), miudos (2), carne mecanicamente separada (2), agua de escaldagem (1) e agua de
chiller (1). Também foi analisada uma amostra proveniente da fabrica de racdo, de suabe do caminhao. A
tipificacdo antigénica foi realizada pela Fundacado Instituto Oswaldo Cruz no Estado do Rio de Janeiro
(FIOCRUZ).

A susceptibilidade das cepas aos antimicrobianos foi avaliada pela técnica de disco difusio,
utilizando protocolo recomendado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2013). Os testes
foram realizados no Laboratério de Biotecnologia Animal Aplicada da Universidade Federal de Uberlandia
(LABIO/UFU).

O critério de escolha dos antimicrobianos baseou-se na utilizagdo dessas drogas na medicina
veterindria e humana e ocorréncia de resisténcia em ambas as areas. Os antimicrobianos e as
concentragdes em microgramas testados foram: amoxacilina (10pg) (B-lactdmico/penicilina),
norfloxacino (10pg) (fluorquinolona), neomicina (30pg) (aminoglicosideo), gentamicina (10pg)
(aminoglicosideo), trimetropim (5pg) (pirimidinicos), ceftazidima (30ug) (B-lactimico/cefalosporina),
cloranfenicol (30pg) (fenicol), imipenem (10pug) (B-lactimico/carbapenem), tetraciclina (30pg)
(tetraciciclina), sulfonamida (300pg) (sulfonamida) (LABORCLIN®). As zonas de inibi¢do foram medidas
e classificadas como sensivel, sensibilidade intermediaria e resistente de acordo com recomendagdes do
CLSI (2013). Isolados de Salmonella resistentes a trés ou mais classes de antimicrobianos foram definidos
como multiresistentes (BRASIL, 2008). A cepa Escherichia coli ATCC 25922 foi utilizada como cepa
controle da qualidade dos testes de sensibilidade.

Foram pesquisados quatro genes de viruléncia em Salmonella Minnesota, relacionados com as
fases de adesdo, invasdo e consequente lesdo em células intestinais (Quadro 1).

O DNA foi extraido por lise térmica de um volume de 5mL de um cultivo de 24 horas em BHI
(Difco®) centrifugado a 12.000g por dois minutos; o sobrenadante foi desprezado. Ao pellet, foi
adicionado 800pL de &agua ultrapura e centrifugado novamente a 12.000g por dois minutos. O
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 200uL de agua ultrapura e aquecido a 952C por
10 minutos com auxilio de bloco aquecedor, resfriado e, por fim, congelado para posterior utilizacao. A
quantificacdo do DNA foi feita em espectrofotémetro (Femto 750®) com comprimento de onda de 260
nm.

Para a realizagdo das analises de PCR para a pesquisa dos genes de viruléncia foi utilizado como
controle positivo a cepa de Salmonella Enteritidis ATCC 13076. As reagdes de PCR foram realizadas a
partir de um volume final de 25puL. com 1pL de DNA da amostra, 2,5 pL de tampdo 10X, 0,75 pL de 50 mM
MgCly, 1,25 pL de 10 pmol/uL da sequéncia forward e reverse de cada primer (Invitrogen®), 0,25 pL de 20
mM do mix de DNTPs (Invitrogen®), 0,25 pL de Taq (5U/uL) (Invitrogen®) e 17,75 pL de H20 ultrapura.

As amostras foram submetidas aos ciclos de temperatura em termociclador (Eppendorf®), sendo
desnaturadas inicialmente a 94°C por 5 minutos, amplificadas em 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 45
segundos, anelamento a 58°C por 30 segundos (invA); 50°C por 30 segundos (sefA e IpfA), 66°C por 30
segundos (agfA); extensdo a 72°C por 90 segundos, com extensdo final a 72°C por 10 minutos. Cada gene
foi avaliado separadamente.

As cepas também foram avaliadas quanto a presenga de genes de resisténcia aos antibiéticos do
grupo dos B-lactdmicos. Para a realizacdo das analises de PCR foi utilizado como controle positivo uma
cepa de campo de Klebsiella pneumoniae, previamente testada para a presenca dos trés genes estudados. O
preparo do mix para as reacdes de PCR foi o mesmo descrito para os genes de viruléncia. Os genes
estudados foram avaliados separadamente e estdo descritos no Quadro 2.

As condig¢des de amplificagdo foram as seguintes: desnaturagdo inicial a 94°C por 5 minutos, 30
ciclos de desnaturagdo a 94°C por 45 segundos, anelamento a 50°C por 45 segundos (blarem), 56°C por 45
segundos (blasuy) e 58°C por 1 minuto (blacrx-m), extensdo a 72°C por 90 segundos, seguido de uma
extensdo final de 72°C por 10 minutos.

Os isolados foram submetidos a analise génica por RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
utilizando o protocolo descrito por Oliveira et al. (2007).

As reagdes de RAPD-PCR foram realizadas com dois iniciadores, individualmente, os quais foram
descritos por Lin et al. (1996): 23L (5' - CCGAAGCTGC - 3") e P1254 (5' - CCGCAGCCAA - 3"). Como controle
positivo foi utilizada a cepa ATCC 13076 de Salmonella Enteritidis.

A técnica de RAPD-PCR foi realizada a partir de um volume final de 25pL contendo 1pL de DNA
da amostra a 50 ng, 2,5 pL de tampéao 10X, 0,75 pL de 50 mM MgCl,, 1,25 pL de 10 pmol/uL da sequéncia
forward e reverse de cada primer (Invitrogen®), 0,25 pL. de 20 mM do mix de DNTPs (Invitrogen®), 0,25
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puL de Taq (5U/uL) (Invitrogen®) e 17,75 uL de H,0 ultrapura. A concentra¢do utilizada para os
iniciadores foi de 50 pmol para P1254 e 30 pmol para 23L. A reacdo PCR foi conduzida dentro das
seguintes condi¢des: um ciclo de 942C por 4 minutos, seguido de 35 ciclos de 942C por 1 minuto, 352C por
1 minuto, 722C por 2 minuto, e extensio final a 722 C por 5 minutos.

Todas as reagdes de PCR foram realizadas no termociclador (Eppendorf) e os produtos
amplificados separados por eletroforese em gel de agarose a 1,5% por 120 minutos. O gel foi corado com
Syber Safe (Invitrogen®) e visualizado em transluminador UV (Loccus Biotecnologia).

Os resultados obtidos foram tabulados e submetidos a analise por meio da estatistica descritiva,
com calculo das porcentagens de resisténcia antimicrobiana e de presenca de genes de viruléncia nos
isolados de S. Minnesota. Para a analise de similaridade genética entre as cepas utilizou-se analise
computacional pelo Programa GelCompar II (Comparative Analysis of Electrophoresis Paattems), versao
1.5, Applied Maths Korthrijk, Belgium. Os perfis de bandas obtidos no gel captados pelo programa foram
considerados na andlise e a matriz de similaridade foi obtida por comparacdo entre pares de cepas
usando o coeficiente de similaridade de Dice, adotando-se 1% de tolerancia para cada primer
separadamente. A andlise final foi baseada na média de experimentos (average from experiments). Para a
analise de todas as cepas estudadas, foi utilizado o método UPGMA (Unweighted pair group method with
arighmetic mean) para constru¢ao do dendograma.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 demonstra os percentuais de resisténcia obtidos para os 10 antimicrobianos avaliados nos
isolados de S. Minnesota das duas unidades industriais. Os percentuais demonstrados no grafico referem-
se a somatoéria dos isolados classificados como resistente e intermediario pelo teste de disco difusao.
Pode-se observar que houve maior indice de resisténcia nas duas industrias para tetraciclina e
sulfonamida, com 93,8% na industria A, e 89,7% na industria B, os quais tiveram seu uso banido no Brasil
como promotores de crescimento (BRASIL, 2009). Todas as cepas caracterizadas foram sensiveis a
norfloxacina e ao imipenem.

Diferentes niveis de resisténcia antimicrobiana tém sido identificados em Salmonella spp. isolada
de frango no mundo todo. No Brasil, estes niveis variam entre 56% e 100% (Oliveira et al. 2005, Cardoso
et al. 2006, Duarte et al. 2009, Vaz et al. 2010). Um estudo, nos Estados Unidos, registrou que 74,1% das
cepas foram resistentes (USDA, 2012). Outros estudos demonstraram que cepas de Salmonella isoladas de
frango apresentaram resisténcia a pelo menos um antimicrobiano variando de 70,4% a 99,1% na China
(Yang et al. 2013, Lai et al. 2014), 100% na Argentina (Favier et al. 2013) e Espanha (Alvarez-Fernadéz et
al. 2012). Entretanto, estes resultados devem ser comparados com cuidado devido ao efeito de fatores
como metodologia, teste antimicrobiano, e a origem das cepas (Schwarz et al. 2010).

0 elevado percentual de resisténcia a tetraciclina era esperado, pelo fato deste antimicrobiano ser
de primeira escolha na terapéutica para producio de frangos de corte (Muhammad et al. 2010). Altos
niveis de resisténcia a tetraciclina foram observados em Salmonella spp. isolada de carne de frango
amostrado em plantas de processamento no Brasil, variando de 80% (Ribeiro et al. 2007) a 100%
(Cardoso et al. 2006). Nos Estados Unidos, ha registros de resisténcia de 65,8% para este antibiotico
(USDA 2012).

Embora as tetraciclinas terem sido proibidas como aditivos na alimenta¢do animal no Brasil
desde 1998, elas ainda sdo utilizados terapeuticamente e, portanto, pode exercer uma pressio seletiva
sobre os micro-organismos (Voss-Rech et al. 2015).

0 elevado percentual de isolados resistentes a sulfonamida observado neste estudo (93,8% na
industria A e 89,7% na industria B) também foi verificado pelo Programa Nacional de Monitoramento da
Prevaléncia e da Resisténcia Bacteriana em Frango (PREBAF). Esta pesquisa foi realizada no Brasil, em
carcacas de frango congeladas, provenientes de quinze cidades brasileiras, entre os anos de 2004 e 2006, e
demonstrou 72,4% de cepas resistentes (Medeiros et al. 2011).

A emergéncia de bactérias resistentes a cefalosporinas e fluoroquinolonas também levanta
preocupacdes. Ambas as classes de agentes antimicrobianos sdo utilizados para tratar infec¢gdes humanas
graves, e a resisténcia a estas drogas pode causar sérias complica¢des no tratamento (Hur, Jawale & Lee
2012, Kilonzo-Nthenge, Rotich & Nahashon 2013, Lai et al. 2014). No presente estudo, apenas 6,2% das
cepas na industria A apresentaram resisténcia a ceftazidima, uma cefalosporina de terceira geracdo. Por
outro lado, todas as estirpes de Salmonella foram sensiveis a norfloxacina, uma fluoroquinolona.

No Brasil, embora as classes antimicrobianas liberadas para uso terapéutico em animais
produtores de alimentos sejam definidas em normas especificas (Brasil 2009), a op¢do entre o uso das
drogas permitidas é definida com base em critérios como custo, disponibilidade e op¢do do médico
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veterindrio. Houve diferencas nos percentuais de resisténcia entre as duas empresas, principalmente para
neomicina, com 51,3% de cepas resistentes na industria B e nenhuma resistente na indudstria A. Assim,
diferentes fatores podem ter influenciado nos fendtipos de suscetibilidade ou resisténcia dessas
populagdes microbianas. De qualquer forma, a administracdo cuidadosa de agentes antimicrobianos e
vigilancia continua sdo iniciativas importantes que ajudam a definir o melhor tratamento e inibem ou
dificultam a selecdo e propagacao de cepas resistentes entre os lotes (Voss-Rech et al. 2015).

Nos Quadros 3 e 4 estdo apresentados os perfis de resisténcia de S. Minnesota nas industrias A e
B, respectivamente. Foram considerados multiresistentes os isolados que apresentaram resisténcia a trés
ou mais classes de antimicrobianos, conforme adotado por Brasil (2008).

Das cepas avaliadas na industria A, 93,8%, apresentaram resisténcia a dois ou mais agentes
antimicrobianos estudados.

Foram reconhecidos oito perfis de resisténcia aos antimicrobianos (A1l a A8) dentre as cepas
isoladas na industria A (Quadro 3), sendo os perfis mais frequentes o Al e o A4, sendo Al agrupando
isolados resistentes a sulfonamida e tetraciclina (50,0%) e A4 com resisténcia associada a sulfonamida,
tetraciclina e amoxacilina (21,9%). O teste de susceptibilidade revelou que 30 (93,8%) isolados de S.
Minnesota na industria A apresentaram resisténcia ou resisténcia intermediaria a pelo menos um
antibiotico. Destes, 16 (53,3%) foram resistentes a dois antimicrobianos (Al) e 14 (46,7%) foram
consideradas multiresistentes, pois apresentaram resisténcia a trés ou mais classes de antibiéticos (A2 a
A7). Apenas duas cepas foram sensiveis a todos antibiéticos testados.

Entre as 39 cepas de S. Minnesota analisadas na industria B, 11 perfis foram identificados (B1 a
B11), sendo os perfis B1 e B2 os mais frequentes, com 25,6% cada, sendo B1, agrupando cepas resistentes
a sulfonamida e tetraciclina e B2, a sulfonamida, tetraciclina e neomicina. Com excecdo do perfil B11, cujas
cepas foram sensiveis a todos antimicrobianos testados (4/39 - 10,3%), os demais perfis agruparam 35
(89,7%) cepas resistentes ou com resisténcia intermedidria a pelo menos uma droga. Dentre estas 35
cepas, 10 (28,6%) foram resistentes a dois antibidticos (B1), e 25 (71,4%) foram consideradas
multiresistentes (B2 a B10), com destaque para uma cepa que apresentou resisténcia a seis classes de
antibioéticos (B10). Esta cepa foi isolada de carne mecanicamente separada na industria B.

Um estudo desenvolvido por Tabo et al. (2013) em Chad, na Africa Central, com 15 (18%) isolados
de S. Minnesota provenientes de granjas poedeiras, revelou que as cepas apresentaram resisténcia a cinco
diferentes classes de antimicrobianos. As cepas estudadas apresentaram padrdo de multiresisténcia aos
seguintes antibiéticos, ampicilina, cloranfenicol, sulfonamida, trimetoprim, estreptomicina e tetraciclina.

Acredita-se que o uso incorreto ou ilegal de antimicrobianos na avicultura industrial acabou por
selecionar cepas do sorovar Minnesota de carater multiresistente, melhor adaptadas as condi¢des de
pressdo, que acabaram se disseminando no ambiente. Associado a esta hipétese, pode ter ocorrido a
disseminacdo de genes de resisténcia aos antimicrobianos. A PREBAF (BRASIL, 2008) enfatiza a
importancia de caracterizar os clones multiresistentes quanto a sua capacidade de albergar e disseminar
genes de resisténcia a antimicrobianos.

Ainda de acordo com o PREBAF (BRASIL, 2008), a proibicdo a utilizacdo de antimicrobianos em
baixas concentracdes em racdes de animais de producdo, tem origem na preocupagdo com o0
desenvolvimento de resisténcia aos antibiéticos pelas bactérias presentes nos animais e sua possivel
transferéncia para a populagdo humana por meio da cadeia alimentar. Por isso, usa ocorréncia de cepas de
Salmonella resistentes a antimicrobianos em produtos de origem animal, alerta para uma condicao de
risco a saude publica.

Quanto aos genes de resisténcia estudados, apenas trés cepas apresentaram o gene blarem (4,2%)
e 11 (15,5%) o gene blacrx-m, ndo havendo positividade para o gene blasuy, todos relacionados a resisténcia
aos antibiodticos da classe dos -lactamicos.

O percentual de resisténcia observado nas industrias A e B foi considerado baixo para a
cefalosporina de 32 geracdo ceftazidima (2,8%) e aos carbapenemicos (imipenem - 0%). Ja para o (-
lactamicos, do grupo das penicilinas (amoxacilina) houve um percentual de 31% de cepas resistentes.

Desde o0 ano 2000, em medicina humana, as enzimas CTX-M sdo as mais relevantes tanto em nivel
hospitalar quanto na comunidade para identificar resisténcia do tipo ESBL, suplantando as enzimas
pertencentes as familias TEM e SHV (Bonnet, 2004).

Neste estudo, 10 cepas de Salmonella apresentaram caracteristica de resisténcia ou resisténcia
intermediaria, pelo teste de disco difusdo, apenas ao 3-lactimico amoxacilina, e duas foram resistentes a
amoxacilina e também a ceftazidima, um -lactdmico do grupo das cefalosporinas de 32 geracdo. Embora
fenotipicamente tenham apresentado resisténcia aos (-lactamicos, estes isolados ndo apresentaram a
presenca de nenhum dos genes avaliados, indicando que a resisténcia pode estar associada a presenca de
outras 3-lactamases, que nio foram avaliadas neste estudo, e/ou de outros mecanismos de resisténcia aos
antibioticos B-lactamicos, tais como: bombas de efluxo, perda na expressio de porina, alteracdes nas
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proteinas de ligacdo a penicilina (PLPs), producdo de determinadas carbapenemases, presenca de
multiplas, ou mesmo de novas 3-lactamases (Babic, Hujer & Bonomo 2006, Nikaido, Yamaguchi & Nishino
2008, Jacoby 2009).

Verificou-se que do total das cepas de S. Minnesota isoladas nas duas industrias, 100% foram
positivas para o gene invA e nenhuma apresentou o gene sefA. O gene agfA foi identificado em 98,6%
(70/71) das cepas e o IpfA em 49,3% (35/71). Houve 52,1% de positividade para dois genes
concomitantemente, e 47,9% para trés dos genes avaliados (Fig. 2).

A positividade para o gene invA para todas as cepas era esperada e concorda com estudos
anteriores (Hur et al. 2011, Rowlands et al. 2014). Esse gene é bastante conservado entre alguns sorotipos
de Salmonella e pode ser utilizado como um marcador 1til, mas nédo Unico, para a detec¢do molecular deste
patégeno por PCR (D’Souza, Critzer & Golden 2009). Além disso, a presenca desse gene é fundamental na
expressao da capacidade de invasao dos tecidos do hospedeiro pelo micro-organismo (Amini et al. 2010).

A auséncia do gene sefA é condizente com a literatura, uma vez que a fimbria SefA ndo esta
presente em todos os sorovares, sendo restrita ao grupo D das Salmonellas, nos sorotipos Enteritidis,
Dublin, Moscow e Blegdon (Amini et al. 2010).

Uma caracteristica observada foi a distribuicdo heterogénea dos fatores de viruléncia entre as
cepas, 0 que sugere a existéncia de origens distintas. Trabalhos anteriores também reportaram esse fato
(Bolton, O’Neill & Fanning 2012, Zou, Keelara & Thakur 2012), e inferiram a ocorréncia de aquisi¢des ou
delecoes de genes, que podem promover diferentes niveis de adaptacido ao hospedeiro ou ao ambiente
(Moussa etal. 2013, Suez et al. 2013).

A identificacdo comum dos genes invA, IpfA e agfA em 47,9% (34/71) das cepas, indica que além
da capacidade de invasdo, estas cepas também sido eficientes no processo de adesdo e na formacio de
biofilmes. Assim, seu isolamento em amostras ambientais, de carcacas e de mitidos pode indicar uma fonte
de contaminagio persistente nas unidades de produgdo. Borges et al. (2013) e Yoo et al. (2013) também
observaram esse padrdo em Salmonella provenientes do Brasil e da Coréia, respectivamente. Além disso, a
presenca dessas fimbrias (gene agfA e IpfA) é de extrema importancia no processo de infec¢do. E possivel
que haja efeitos aditivos das adesinas Lpf e Agf na coloniza¢do do intestino e expressdo de viruléncia no
hospedeiro, que indicam potencial risco apds infecgdo. Esses achados foram semelhantes a outros dados
obtidos em trabalhos anteriores que estudaram diferentes sorotipos de Salmonella (Borsoi et al. 2009,
Cesco 2010, Borges et al. 2013).

Os resultados mostram que esse sorovar pode ser considerado como potencialmente patogénico e
que genes de viruléncia e resisténcia devem ser monitorados para compreender e acompanhar o processo
de adaptacdo de S. Minnesota ao longo da produgio e, consequentemente, no hospedeiro humano, por
meio da aquisicdo e da perda desses genes.

A andlise de similaridade de S. Minnesota pelo dendrograma demonstrou elevada proximidade
genética entre as cepas (Fig. 3). Ndo foram detectados clones com 100% de homologia. Porém o estudo
permitiu identificar os gendtipos distintos e clusters com homologia superior a 80%, que foram
comparados considerando o local de isolamento, a data da coleta, o perfil de resisténcia antimicrobiana e a
presenca dos genes inv4, IpfA e agfA.

Foram identificados sete clusters e trés isolados que apresentaram perfil distinto de forma que
ndo puderam ser agrupados com as demais cepas pelo fato da proximidade genética ser inferior a 80%.

O cluster A agrupou 11 cepas com homologia de 82,5%, todas oriundas do abatedouro de frangos
da unidade B. Esse perfil esteve presente por um periodo dois meses nas amostras de alimentos (carcacas,
muidos e cortes) e em uma amostra de dgua de chiller das carcagas. A dgua de chiller é considerada um
fator importante na disseminagido de Salmonella no abatedouro, ja que um grande nimero de carcagas
passam no mesmo tanque de agua, o que aumenta as chances de contaminac¢do cruzada (Mead et al. 2000).

A presenca comum dos genes IpfA e agfA em 72,7% dessas cepas (8/11) mostra que possuem
potencial para se fixar em superficies e produzir biofilmes caso haja expressdo das caracteristicas
genéticas identificadas. Esse fato, aliado a ndo deteccdo deste perfil no ambiente da granja, permite inferir
que a contaminacdo do produto no abatedouro nio esteja relacionada a infec¢do prévia dos animais, mas
sim, seja devido a contaminagao cruzada com os utensilios ou o préprio ambiente do abatedouro.

Foram agrupadas 19 cepas no cluster B com similaridade de 84,7%, provenientes tanto do aviario
de frangos de corte quanto do abatedouro da unidade B. Esse gendtipo foi identificado por quatro meses
na empresa, em amostras ambientais do aviario e em alimentos ja processados no abatedouro. O extenso
periodo de permanéncia sugere que houve infeccdo em lotes sucessivos de animais associada a
manutencdo do micro-organismo no ambiente do aviario, e consequente contamina¢do do produto no
abatedouro, o que indica que a contaminag¢do cruzada parece ser importante na disseminacdo desse
gendtipo ao longo da cadeia de produgido. Logo, a presenca desse perfil em amostras de suabes de gaiola,
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do caminhdo de transporte e do ambiente pré-abate sugere a negligéncia as normas de biosseguridade na
unidade de produgdo.

De acordo com Carrasco, Morales-Rueda & Garcia-Gimeno (2012) a contaminag¢do cruzada de
Salmonella na industria de producdo esta diretamente relacionada as mas praticas de saneamento dentro
do ambiente e ao controle deficiente. E devido a dificuldade de erradicacdo desse evento, os autores
sugerem a necessidade de reforcar as medidas de controle preventivo da inddstria, tais como sanitizacdo
adequada e padronizada, além de programas de avaliacdo e rastreamento do agente ao longo do processo
produtivo.

A presenca do gene agfA em todas as cepas do cluster B indica que provavelmente esse geno6tipo
se mantém devido a formacao de agregados de culturas sésseis. Também foram identificados dois perfis
de resisténcia em comum nesse grupo, B1 e B2 (Quadro 4), presente em 14/19 (73,7%) cepas.

As superficies da industria de processamento de alimentos, tais como mdaquinas, utensilios e
bancadas quando apresentam formacdo de biofilmes bacterianos caracterizam importantes fontes de
contaminacdo. Essas estruturas permitem o crescimento e a sobrevivéncia de Salmonella em condi¢des
ambientais de estresse. E uma vez instalado, o biofilme torna-se uma fonte de contaminag¢ido constante e
uma séria preocupacdo para a industria alimentar. Todavia, a aplicacdo de boas praticas e eficiente higiene
e desinfeccdo permitem a prevenc¢do da sua formagdo ou a remocdo dessas estruturas (Stepanovic et al.
2004, Reuter et al. 2010).

No cluster C, 16 cepas apresentaram similaridade equivalente a 81,4% estando presentes em
ambas as empresas tanto no aviario quanto no abatedouro. Esse fato implica na provavel disseminagao
desse perfil nas duas unidades de producao.

A permanéncia desse genétipo variou entre os meses de agosto de 2009 a abril de 2010 no
abatedouro da unidade A. A persisténcia do agente pode ter relacio com a presenca do gene agfA
detectado em todas as cepas. Porém, é provavel que a alterndncia nos periodos em que o genoétipo foi
encontrado seja devido a algum processo de injuria, que reduziu sua presen¢ga em numeros nao
detectaveis na metodologia tradicional.

De maneira distinta, na unidade B esse perfil se manteve somente por um més no aviario e nao foi
detectado no ambiente do abatedouro ou no alimento, o que indica um controle mais eficiente, que
impediu sua permanéncia naquele ambiente e a positividade nas amostras de abatedouro.

O cluster D apresentou proximidade genética de 83% entre as nove cepas oriundas do abatedouro
e uma cepa da fabrica de racdo da unidade A. Possivelmente a racao foi a fonte primaria de infec¢ao dos
animais na granja que gerou a contaminacdo das amostras do abatedouro, uma vez que houve
coincidéncia nos periodos em que esse genotipo foi detectado (maio de 2009). A presenca dos genes inv4,
IpfA e agfA foi comum nesse grupo, além do perfil de resisténcia A1 (Quadro 3) encontrado em 60%
(6/10) das cepas.

A ragdo recebe grande aten¢ao na indudstria como uma fonte de Salmonella, devido a variedade de
ingredientes potencialmente contaminados utilizados na fabricacdo (Ricke 2005). Alguns estudos
demonstram a presenca desse agente na ra¢do sendo o causador do problema na industria avicola (Wasyl
et al. 2006, Bucher et al. 2007) . Uma das formas de controlar esta variavel é a implantagio de sistemas de
peletizacao da ragdo, a qual destro6i praticamente todas as formas vidveis de Salmonella (Back, Beltrao &
Ledo 2006).

Sete cepas do aviario da unidade A foram agrupadas no cluster F, com homologia de 85,7%. Todas
sdo cepas provindas do ambiente da granja com persisténcia alternada entre os meses de julho de 2009 e
janeiro de 2010, justificavel pela provavel formacdo de biofilmes, resultante da expressdo dos genes IpfA e
agfA identificados nesse genoétipo.

Devido ao baixo nimero de cepas agrupadas nos clusters E e G, duas e trés, respectivamente, ndo é
possivel realizar uma andlise fidedigna dos dados encontrados.

CONCLUSAO

Nas duas unidades produtivas avaliadas (A e B), 93,8% e 89,7% dos isolados de S. Minnesota,
respectivamente, apresentaram resisténcia a dois ou mais antibidticos avaliados, com destaque a
tetraciclina e sulfonamida. Dentre estes, 46,7% cepas na industria A e 71,4% na industria B, foram
consideradas multiresistentes. Todos os isolados foram sensiveis a norfloxacina e imipenem.

Houve baixo indice de isolados resistentes aos [3-lactimicos imipenem e ceftazidima, com 0% e
2,8%, respectivamente. Ja para amoxacilina o percentual foi de 31%. A ocorréncia desta caracteristica
fenotipica ndo pode ser correlacionada com a presenca dos genes de resisténcia estudados, indicando que
outros fatores de resisténcia podem estar envolvidos.
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A elevada positividade para os genes de viruléncia estudados mostram o potencial patogénico dos
isolados e a possibilidade do sorovar Minnesota em causar doen¢a clinica em humanos. A analise
filogenética demonstrou a persisténcia dos genoétipos no ambiente e consequente contaminacdo do
alimento produzido reforcada pela presenca dos genes invA, IpfA e agfA na maioria dos isolados, que
conferem capacidade potencial de formar biofilmes.

Estes resultados revelam a necessidade de vigilancia continua e estudos de caracterizacdo
genética das cepas como ferramenta auxiliar nas estratégias de controle de Salmonella em frangos de
corte, e também para um melhor entendimento das cepas emergentes e circulantes no Brasil, devido a
importancia que representam em sadde publica mundial.
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Legendas das Figuras

Fig. 1: Percentual de resisténcia aos antimicrobianos em cepas de S. Minnesota isoladas em duas
industrias com ciclo completo de producdo de frangos de corte (Industria A e Indudstria B). AMO:
amoxacilina (10pg); NOR: norfloxacino (10png); NEO: neomicina (30pg); GEN: gentamicina (10pg); TRI:
trimetoprima (5pg); CAZ: ceftazidima (30png); CLO: cloranfenicol (30pg); IMP: imipenem (10upg); TET:
tetraciclina (30pg); SUL: sulfonamida (300pg).

Fig. 2: Gel de PCR demonstrando a presenca dos genes de viruléncia invA (a), agfA (b), e IpfA (c) nas cepas
de S. Minnesota de origem avicola. M (marcador de peso molecular de 100pb); C+ (controle positivo - S.
Enteritidis ATCC 13076); C- (controle negativo, composto de dgua ultrapura em substituicio ao DNA);
1-4 (cepas de S. Minnesota utilizadas no estudo positivas para os trés genes). As setas indicam o peso
molecular para cada gene em pb.

Fig. 3: Dendrograma comparativo de S. Minnesota utilizando coeficiente de similaridade de Dice com
tolerancia de 1,5% e método UPGMA com otimizac¢do de 0,80%. Perfis A ao G - diferentes grupos clonais,
com homologia superior a 80%.



41

632 Os Quadros
633
634 Quadro 1. Genes de viruléncia, sequéncia, tamanho de amplicom (pb) e referéncia bibliografica
GENE PRIMERS PESO MOLECULAR REFERENCIA
, F:5’ GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA3’ L.
VA RS TCATCGCACCGTCAAAGGAACC3’ 284 pb Oliveira etal. (2003)
F:5’GATACTGCTGAACGTAGAAGG3’ L.
A R.5'GCGTAAATCAGGATCTGCAGTAGCS 488 pb Oliveira etal. (2003)
F:5’TCCACAATGGGGCGGCGGCG3’ .
agfA R:5'CCTGACGCACCATTACGCTGS 350 pb Collinson et al. (1993)
F:5’CTTTCGCTGCTGAATCTGGT3’
IpfA R:5'CAGTGTTAACAGAAACCAGT3 250 pb Heuzenroeder et al. (2000)
635 pb: pares de bases
636
637 Quadro 2. Genes de resisténcia, sequéncia, peso molecular (pb) e referéncia bibliografica
GENE PRIMERS PESO MOLECULAR REFERENCIA
F: 5’CAGCGGTAAGATCCTTGAGA3’
blawm B 5 ACTCCCCGTCGTGTAGATAAS’ 643 pb Chen etal. (2004)
F: 5 GGCCGCGTAGGCATGATAGA3’
blashy R: 5’ CCCGGCGATTTGCTGATTTC3’ 714pb Chen etal. (2004)
F: 5 ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC3’ .
blacrem g 5 GGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG3’ 593 pb Monstein et al., (2007)
638

639 Quadro 3. Perfis de resisténcia de 32 cepas de S. Minnesota isoladas em uma cadeia de produgdo avicola
640  localizada no Estado de Sao Paulo (Industria A).
PERFIS  RESISTENCIA ANTIMICROBIANA*  NUMERO DE CLASSES!  NUMERO DE CEPAS (%)

Al SUL TET 2 16 (50,0)
A2 SUL TET (AMO) 3 1(3,1)
A3 SUL TET GEN 3 2(6,2)
A4 SUL TET AMO 3 7 (21,9)
A5 SUL TET AMO (CAZ) 3 1(3,1)
A6 SUL TET TRI (AMO) 4 2 (6,2)
A7 SUL TET AMO CAZ 3 1(3,1)
A8 Multisensiveis - 2 (6,2)
TOTAL 32 (100,0)

641 * Perfis entre parénteses: cepas com resisténcia intermediaria aos antimicrobianos. AMO: amoxacilina;
642 GEN: gentamicina; TRI: trimetoprima; CAZ: ceftazidima; TET: tetraciclina; SUL: sulfonamida.

643 INumero de classes de antimicrobianos aos quais os isolados apresentaram resisténcia.

644

645 Quadro 4. Perfis de resisténcia de 39 cepas de S. Minnesota isoladas em uma cadeia de produgio avicola
646  localizada no Estado de Mato Grosso do Sul (Industria B).

- " NUMERO DE NUMERO DE CEPAS
PERFIS RESISTENCIA ANTIMICROBIANA CLASSES! (%)

B1 SUL TET 2 10 (25,6)
B2 SUL TET (NEO) 3 10 (25,6)
B3 SUL TET (AMO) 3 1(2,6)
B4 SUL TET (AMO) (NEO) 4 2 (5,1)
B5S SUL TET TRI 3 2 (5,1)
B6 SUL TET TRI (NEO) 4 3(7,6)
B7 SUL TET TRI (AMO) 4 1(2,6)
B8 SUL TET AMO 3 1(2,6)
B9 SUL TET AMO (NEO) 4 4(10,3)
B10 SUL TET TRI CLO (AMO) (NEO) 6 1(2,6)
B11 Multisensiveis - 4 (10,3)

TOTAL 39 (100,0)

647 *Perfis entre parénteses: cepas com resisténcia intermediaria aos antimicrobianos. AMO: amoxacilina;
648 NEO: neomicina; TRI: trimetoprima; CLO: cloranfenicol; TET: tetraciclina; SUL: sulfonamida.
649 INumero de classes de antimicrobianos aos quais os isolados apresentaram resisténcia.
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submetidos conforme as normas de apresentacado da revista (www.pvb.com.br)
e o0 modelo em Word (PDF no site). Os originais submetidos fora das normas
de apresentacao, serdo devolvidos aos autores para a devida adeguacao.

Apesar de ndo serem aceitas comunica¢des (Short communications) sob forma de
“‘Notas Cientificas”, ndo ha limite minimo do numero de paginas do trabalho enviado,
que deve, porém, conter pormenores suficientes sobre os experimentos ou a
metodologia empregada no estudo. Trabalhos sobre Anestesiologia e Cirurgia serao
recebidos para submissdo somente os da area de Animais Selvagens.

Embora sejam de responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos
nos trabalhos, o Conselho Editorial, com a assisténcia da Assessoria Cientifica,
reserva-se o direito de sugerir ou solicitar modificacbes aconselhaveis ou
necessarias. Os trabalhos submetidos sdo aceitos através da aprovacao pelos pares
(peer review).

NOTE: Em complementacdo aos recursos para edicdo darevista (impressa e
online) e distribuicdo via correio é cobrada taxa de publicacdo (page charge)
no valor de R$ 250,00 por pagina editorada e impressa, na ocasido do envio da
prova final, ao autor para correspondéncia.

1. Os trabalhos devem ser organizados, sempre que possivel, em Titulo,
ABSTRACT, RESUMO, INTRODUCAO, MATERIAL E METODOS, RESULTADOS,
DISCUSSAO, CONCLUSOES (ou combinacdo destes dois Ultimos),
Agradecimentos e REFERENCIAS:

a) o Titulo do artigo deve ser conciso e indicar o conteudo do trabalho;
pormenores de identificacdo cientifica devem ser colocados em MATERIAL E
METODOS.

b) O(s) Autor(es) deve(m) sistematicamente encurtar os nomes, tanto para
facilitar sua identificacéo cientifica, como para as citagdes bibliograficas. Em muitos
casos isto significa manter o primeiro nome e o Ultimo sobrenome e abreviar os
demais sobrenomes:

Paulo Fernando de Vargas Peixoto escreve Paulo V. Peixoto ou Peixoto P.V.;

Franklin Riet-Correa Amaral escreve Franklin Riet-Correa ou Riet-Correa F.;

Silvana Maria Medeiros de Sousa Silva poderia usar Silvana M.M.S. Silva, inverso

Silva S.M.M.S., ou Silvana M.M. Sousa-Silva, inverso, Sousa-Silva S.M.M., ou

mais curto, Silvana M. Medeiros-Silva, e inverso, Medeiros-Silva S.M.; para

facilitar, inclusive, a moderna indexagéao, recomenda-se que os trabalhos tenham

0 maximo de 8 autores;

c) o ABSTRACT devera ser apresentado com os elementos constituintes do
RESUMO em portugués, podendo ser mais explicativos para estrangeiros. Ambos
devem ser seguidos de “INDEX TERMS” ou ‘TERMOS DE INDEXACAO”,
respectivamente;
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d) o RESUMO deve apresentar, de forma direta e no passado, o que foi feito e
estudado, indicando a metodologia e dando os mais importantes resultados e
conclusdes. Nos trabalhos em inglés, o titulo em portugués deve constar em negrito
e entre colchetes, logo apés a palavra RESUMO;

e) a INTRODUCAO deve ser breve, com citaco bibliografica especifica sem que
a mesma assuma importancia principal, e finalizar com a indicagéo do objetivo do
trabalho;

f) em MATERIAL E METODOS devem ser reunidos os dados que permitam a
repeticdo do trabalho por outros pesquisadores. Na experimentacdo com animais,
deve constar a aprovacdo do projeto pela Comisséo de Etica local;

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentacédo concisa dos dados obtidos.
Quadros devem ser preparados sem dados supérfluos, apresentando, sempre que
indicado, médias de vérias repeticbes. E conveniente, as vezes, expressar dados
complexos por gréficos (Figuras), ao invés de apresenta-los em Quadros extensos;

h) na DISCUSSAO devem ser discutidos os resultados diante da literatura. N&o
convém mencionar trabalhos em desenvolvimento ou planos futuros, de modo a
evitar uma obrigacéo do autor e da revista de publica-los;

i) as CONCLUSOES devem basear-se somente nos resultados apresentados no
trabalho;

J) Agradecimentos devem ser sucintos e nao devem aparecer no texto ou em
notas de rodapé;

k) a Lista de REFERENCIAS, que s6 incluird a bibliografia citada no trabalho e a
qgque tenha servido como fonte para consulta indireta, devera ser ordenada
alfabeticamente pelo sobrenome do primeiro autor, registrando-se 0s nomes de
todos os autores, em caixa alta e baixa (colocando as referéncias em ordem
cronoldgica quando houver mais de dois autores), o titulo de cada publicacéo e,
abreviado ou por extenso (se tiver davida), o nome da revista ou obra, usando as
instrucdes do “Style Manual for Biological Journals” (American Institute for Biological
Sciences), o “Bibliographic Guide for Editors and Authors” (American Chemical
Society, Washington, DC) e exemplos de fasciculos ja publicados (www.

pvb.com.br).

2. Na elaboracéo do texto deveréo ser atendidas as seguintes normas:

a) os trabalhos devem ser submetidos seguindo o exemplo de apresentacéo de
fasciculos recentes da revista e do modelo constante do site sob “Instrugcées
aos Autores” (www.pvb.com.br). A digitalizagdo deve ser na fonte Cambiria,
corpo 10, entrelinha simples; a pagina deve ser no formato A4, com 2cm de
margens (superior, inferior, esquerda e direita), o texto deve ser corrido e ndo deve
ser formatado em duas colunas, com as legendas das figuras e os Quadros no final
(logo apds as REFERENCIAS). As Figuras (inclusive gréficos) devem ter seus
arquivos fornecidos separados do texto. Quando incluidos no texto do trabalho,
devem ser introduzidos através da ferramenta “Inserir” do Word; pois imagens
copiadas e coladas perdem as informagbes do programa onde foram geradas,
resultando, sempre, em ma qualidade;

b) a redacdo dos trabalhos deve ser concisa, com a linguagem, tanto quanto
possivel, no passado e impessoal; no texto, 0os sinais de chamada para notas de
rodapé serdo numeros arabicos colocados em sobrescrito apés a palavra ou frase
gue motivou a nota. Essa numeracdo sera continua por todo o trabalho; as notas
serdo lancadas ao pé da pagina em que estiver o respectivo sinal de chamada.
Todos os Quadros e todas as Figuras serdao mencionados no texto. Estas remissdes
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serdo feitas pelos respectivos nimeros e, sempre que possivel, na ordem crescente
destes. ABSTRACT e RESUMO seréo escritos corridamente em um so paragrafo e
nao deverdo conter citacdes bibliograficas.

c) no rodapé da primeira pagina devera constar endereco profissional
completo de todos os autores e o e-mail do autor para correspondéncia, bem
como e-mails dos demais autores (para eventualidades e confirmacdo de
endereco para envio do fasciculo impresso);

d) siglas e abreviagbes dos nomes de instituicdes, ao aparecerem pela primeira vez
no trabalho, serdo colocadas entre parénteses e precedidas do nome por extenso;

e) citacdes bibliograficas serao feitas pelo sistema “autor e ano”; trabalhos de até
trés autores serdo citados pelos nomes dos trés, e com mais de trés, pelo nome do
primeiro, seguido de “et al.”, mais o ano; se dois trabalhos n&o se distinguirem por
esses elementos, a diferenciacdo sera feita através do acréscimo de letras
minUsculas ao ano, em ambos. Trabalhos ndo consultados na integra pelo(s)
autor(es), devem ser diferenciados, colocando-se no final da respectiva
referéncia, “(Resumo)” ou “(Apud Fulano e o ano.)”; a referéncia do trabalho
gue serviu de fonte, serd incluida na lista uma s6 vez. A mencdo de
comunicacdo pessoal e de dados ndo publicados é feita no texto somente com
citacdo de Nome e Ano, colocando-se na lista das Referéncias dados adicionais,
como a Instituicdo de origem do(s) autor(es). Nas citacOes de trabalhos colocados
entre parénteses, ndo se usara virgula entre o nome do autor e o ano, nem
ponto-e-virgula ap6s cada ano; a separacéo entre trabalhos, nesse caso, se fara
apenas por virgulas, exememplo: (Christian & Tryphonas 1971, Priester & Haves
1974, Lemos et al. 2004, Krametter-Froetcher et. al. 2007);

f) a Lista das REFERENCIAS devera ser apresentada isenta do uso de caixa alta,
com os nomes cientificos em italico (grifo), e sempre em conformidade com o
padrao adotado nos ultimos fasciculos da revista, inclusive quanto a ordenacéo
de seus varios elementos.

3. As Figuras (graficos, desenhos, mapas ou fotografias) originais devem ser
preferencialmente enviadas por via eletronica. Quando as fotos forem obtidas
através de cameras digitais (com extensao “jpg”), os arquivos deverdo ser enviados
como obtidos (sem tratamento ou alteragdes). Quando obtidas em papel ou outro
suporte, deverdo ser anexadas ao trabalho, mesmo se escaneadas pelo autor.
Nesse caso, cada Figura sera identificada na margem ou no verso, a traco leve de
lapis, pelo respectivo nimero e o nome do autor; havendo possibilidade de davida,
deve ser indicada a parte inferior da figura pela palavra “pé”. Os graficos devem ser
produzidos em 2D, com colunas em branco, cinza e preto, sem fundo e sem linhas.
A chave das convencdes adotadas sera incluida preferentemente, na area da
Figura; evitar-se-a 0 uso de titulo ao alto da figura. Fotografias deverdo ser
apresentadas preferentemente em preto e branco, em papel brilhante, ou em
diapositivos (“slides”). Para evitar danos por grampos, desenhos e fotografias
deverdo ser colocados em envelope.

Na versdo online, fotos e graficos poderdo ser publicados em cores; na verséo
impressa, somente quando a cor for elemento primordial a impressao das figuras
podera ser em cores.

4. As legendas explicativas das Figuras conterdo informacdes suficientes para
que estas sejam compreensiveis, (até certo ponto autoexplicativas, com
independéncia do texto) e serdo apresentadas no final do trabalho.
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5. Os Quadros deverao ser explicativos por si mesmos e colocados no final do
texto. Cada um tera seu titulo completo e sera caracterizado por dois tracos longos,
um acima e outro abaixo do cabecalho das colunas; entre esses dois tragos podera
haver outros mais curtos, para grupamento de colunas. Nao hé tracos verticais. Os
sinais de chamada serao alfabéticos, recomegando, se possivel, com “a” em
cada Quadro; as notas serdo lancadas logo abaixo do Quadro respectivo, do qual
serdo separadas por um traco curto a esquerda.





