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RESUMO

Objetivou-se avaliar caracteristicas de viruléncia, perfil de resisténcia antimicrobiana e padrdo de
similaridade genética de 71 cepas de Salmonella Minnesota isoladas na cadeia produtiva de frangos de
corte, entre 2009 e 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. Utilizando-se PCR,
foi avaliada a presenca dos genes invA, IpfA, agfA e sefA e os genes de resisténcia aos betalactamicos
(blarem, blaswv e blacrxm). A relagdo filogenética foi determinada por RAPD-PCR. Os maiores
percentuais de resisténcia foram para tetraciclina e sulfonamida. Foram reconhecidos oito perfis de
resisténcia aos antimicrobianos entre as cepas isoladas na industria A, e 11 perfis de resisténcia na
industria B. Do total de cepas, 100% foram positivas para o gene invA, 98,6% para o gene agfA, 49,3%
para o gene IpfA e nenhuma para o gene sefA. Trés cepas foram positivas para o gene blarem (4,2%) e 11
(15,5%) para o gene blacrxm. A avaliacdo filogenética demonstrou a presenca de sete clusters com
similaridade superior a 80% e trés perfis distintos. Com base no dendrograma, observou-se a
disseminacdo de um mesmo perfil em ambas as empresas.

Palavras-chave: fatores de patogenicidade, resisténcia antimicrobiana, salmonelose
ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate virulence characteristics, antimicrobial resistance profile and the pattern
of genetic similarity of 71 strains of Salmonella Minnesota isolated in the production chain of broilers between
2009 and 2010, into two units of a company (A and B). Isolates were serotyped and submitted to antimicrobial
susceptibility by disk diffusion test. Using PCR, the presence of genes invA, IpfA, agfA and sefA and the genes
conferring resistance to beta-lactam (blarem, blaswy and blacrxm) were evaluated. The phylogenetic
relationship was determined by the RAPD-PCR method. The highest percentages of resistance were to
tetracycline and sulfonamide. Eight antimicrobial resistance profiles were recognized among strains isolated
in industry A, and 11 resistance profiles in industry B. 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. Three strains
were positive for the gene blarem (4.2%), 11 (15.5%) for the blactx-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.

Keywords: pathogenicity factors, antimicrobial resistance, salmonellosis

INTRODUCAO encontrado em uma ampla variedade de

reservatorios animais. O consumo da carne de

A salmonelose é uma das zoonoses mais frango é considerado um importante fator de
complexas que afetam a saude publica mundial. risco para ocorréncia da doenca em humanos
O patdgeno tem alto poder de disseminagdo e € (The European..., 2017). Vérios sorotipos sdo
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capazes de colonizar o trato intestinal de frangos
de corte e contaminar as carcagas durante o abate
e 0 processamento, 0 que representa um desafio
extra para minimizar 0s riscos para 0S
consumidores finais (Voss-Rech et al., 2015).

Outro aspecto importante é a dispersao de cepas
resistentes aos antimicrobianos. O uso desses
agentes nas medicinas humana e veterinaria
promove pressdo seletiva, favorecendo o
surgimento de cepas resistentes e estreitando a
escolha de medicamentos terapeuticamente
eficazes (Lai et al., 2014), o que leva a
problemas como morbidade, mortalidade e o0s
custos associados com a doenca (Muhammad et
al., 2010).

Recentemente, métodos de tipagem molecular de
Salmonella vém sendo utilizados para determinar
a relagdo filogenética entre as cepas. A técnica
de RAPD-PCR vem garantindo alto poder
discriminatério e é amplamente utilizada em
estudos epidemiologicos (Turki et al., 2014). No
Brasil, ha poucos trabalhos publicados sobre
sorotipos de Salmonella nédo tifoide, ja que o
maior foco é aplicado aos sorovares Enteritidis e
Typhimurium devido a quest8es de satde publica
(Vaz et al.,, 2010). Ainda assim, Salmonella
Minnesota tem sido relacionada a surtos de
salmonelose humana no mundo (Scientific...,
2014).

Considerando-se 0 aumento no numero de
isolamentos de Salmonella Minnesota em
produtos avicolas, objetivou-se avaliar a
resisténcia aos antimicrobianos e a presenga de
genes de viruléncia, assim como compreender o
padrdo de distribuicdo e disseminacdo desse
sorovar no processo produtivo de frangos e os
possiveis riscos que ele possa acarretar na sadde
humana.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado com 71 cepas de
Salmonella Minnesota isoladas em duas unidades
de abate de frangos de corte, com ciclos
completos de producéo e sistema de integracéo,
localizadas nos estados de S&o Paulo (inddstria
A) e Mato Grosso do Sul (industria B), Brasil,
durante o periodo de 2009 a 2010. As plantas de
abate possuiam servigo de inspecéo federal e a
carne de frango produzida era comercializada em
todo o territério nacional e exportada. As
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amostras foram coletadas em todo o ciclo de
producdo, desde granjas de frangos de corte até o
produto final 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 arrasto com propé (15) e propé (6), quando 0s
frangos estavam com aproximadamente 30 dias.
As 39 amostras provenientes do abatedouro
foram coletadas nos pontos exigidos no
Programa de Reducdo de Patdgenos — PRP
(Brasil, 2003) e, adicionalmente, em outros
pontos que apresentavam maior frequéncia de
isolamento de Salmonela na rotina das inddstrias
estudadas, incluindo amostras de cortes carneos
(17), carcaca inteira (16), miudos (2), carne
mecanicamente  separada (2), 4gua de
escaldagem (1) e agua de chiller (1). Também foi
analisada uma amostra de suabe de caminhdo da
fabrica de racdo. A tipificacdo antigénica foi
realizada pela Fundagdo Instituto Oswaldo Cruz,
no estado do Rio de Janeiro (Fiocruz).

A susceptibilidade das cepas aos antimicrobianos
foi avaliada pela técnica de disco-difusdo
(Performance..., 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 utilizacdo
dessas drogas nas medicinas veterinaria e
humana e na ocorréncia de resisténcia. Os
antimicrobianos testados foram: amoxacilina
(10ug), norfloxacino (10ug), neomicina (30ug),

gentamicina  (10ug),  trimetropim  (5ug),
ceftazidima  (30pg), cloranfenicol  (30pg),
imipenem  (10ug),  tetraciclina  (30ug),

sulfonamida (300pg) (Laborclin®, Brasil). Foram
pesquisados quatro genes de viruléncia em
Salmonella Minnesota, relacionados com as fases
de adesdo, invasdo e lesdo em células intestinais
(Tab. 1).

O DNA foi extraido por meio da utilizacdo do kit
Promega Wizard®, seguindo recomendacgGes do
fabricante. A quantificacdo do DNA foi feita em
espectrofotdmetro (Femto 750%®, Brasil) com
comprimento de onda de 260nm. Para a
realizacdo das andlises de PCR para a pesquisa
dos genes de viruléncia, foi utilizada, como
controle positivo, a cepa de Salmonella
Enteritidis ATCC 13076. As reacGes de PCR
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foram realizadas a partir de um volume final de
25puL, com 1pL de DNA da amostra, 2,5uL de
tampdo 10X, 0,75uL de 50mM MgCl,, 1,25puL
de 10pmol/uL da sequéncia forward e reverse de

cada primer (Invitrogen®, EUA), 0,25uL de
20mM do mix de DNTPs (Invitrogen®, EUA),
0,25uL de Taq (5U/uL) (Invitrogen®, EUA) e
17,75uL de H,0 ultrapura.

Tabela 1. Genes de viruléncia, sequéncia, tamanho de amplicon (pb) e referéncia bibliogréafica

Gene Primers Peso molecular Referéncia

. F:5’GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA3’ o

InvA R:5"TCATCGCACCGTCAAAGGAACC3’ 284pb Oliveira et al. (2003)
F:5’GATACTGCTGAACGTAGAAGG3’ o

A R.S'GCGTAAATCAGGATCTGCAGTAGCS 488pb Oliveira et al. (2003)

AfA F:5’TCCACAATGGGGCGGCGGCG3’ 3500 Collinson et al.

g R:5’CCTGACGCACCATTACGCTG3’ P (1993)

IofA F:5°CTTTCGCTGCTGAATCTGGT3’ 2500b Heuzenroeder et al.

P R:5’CAGTGTTAACAGAAACCAGT3’ P (2000)

pb: pares de bases.

As amostras foram submetidas aos ciclos de
temperatura em termociclador (Eppendorf®,
Alemanha), sendo desnaturadas a 94°C por cinco
minutos, amplificadas em 35 ciclos de
desnaturacdo 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
presenca de genes de resisténcia aos antibioticos
do grupo dos f-lactdmicos. Para a realizagdo das
analises de PCR, foi utilizada, como controle
positivo, uma cepa de campo de Klebsiella
pneumoniae, previamente testada para a presenga
dos trés genes estudados. O preparo do mix para
as reagbes de PCR foi 0 mesmo descrito para os
genes de viruléncia. Os genes estudados foram
avaliados separadamente e estdo descritos na
Tab. 2.

Tabela 2. Genes de resisténcia, sequéncia, peso molecular (pb) e referéncia bibliografica

Gene Primers i Referéncia
molecular
bla F: 5>CAGCGGTAAGATCCTTGAGA3’ ea3pp  Chenetal.
TEM R: 5’ACTCCCCGTCGTGTAGATAA3’ P (2004)
bla F: 5’ GGCCGCGTAGGCATGATAGA3’ J1app  Chenetal.
SHV R: 5°CCCGGCGATTTGCTGATTTC3’ P (2004)
F: > ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC3’ Monstein et
bla, 593pb
CTXM R: 5’ TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG3’ P al., (2007)

As condigdes de amplificagdo foram as
seguintes: desnaturacdo inicial a 94°C por cinco
minutos, 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 45
segundos, anelamento a 50°C por 45 segundos
(blatem), 56°C por 45 segundos (blasny) e 58°C
por um minuto (blactx-m), extensdo a 72°C por
90 segundos, seguida de uma extensdo final de
72°C por 10 minutos.

Os isolados foram submetidos a andlise génica

por RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA), utilizando-se o protocolo descrito por

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.72, n.4, p.1353-1362, 2020

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 25uL contendo 1uL de DNA
da amostra a 50ng, 2,5ul de tampao 10X,
0,75pL de 50mM MgCly, 1,25uL de 10pmol/uL
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da sequéncia forward e reverse de cada primer
(Invitrogen®), 0,25uL de 20mM do mix de
DNTPs (Invitrogen®, EUA), 025pL de Tagq
(5U/uL) (Invitrogen®, EUA) e 17,75uL de H,0
ultrapura. A concentracdo utilizada para 0s
iniciadores foi de 50pmol para P1254 e de
30pmol para 23L. A reacdo PCR foi conduzida
dentro das seguintes condigdes: um ciclo de 94°C
por quatro minutos, seguido de 35 ciclos de 94°C
por um minuto, 35°C por um minuto, 72°C por
dois minutos, e extenséo final de 72°C por cinco
minutos.

Todas as reacdes de PCR foram realizadas no
termociclador  (Eppendorf®, Alemanha); o0s
produtos amplificados foram separados por
eletroforese em gel de agarose a 1,5% por 120
minutos. O gel foi corado com Syber Safe
(Invitrogen®, EUA) e visualizado em
transluminador UV (Loccus Biotecnologia,
Brasil).

Os resultados obtidos foram tabulados e
submetidos a andlise por meio da estatistica
descritiva, com céalculo das porcentagens de
resisténcia antimicrobiana e de presenca de genes

de viruléncia nos isolados de Salmonella
Minnesota. Para a andlise de similaridade
genética entre as cepas, utilizou-se analise
computacional pelo Programa GelCompar Il. A
andlise final foi baseada na média de
experimentos (average from experiments) pelo
método UPGMA (Unweighted pair group
method with arighmetic mean) para construcdo
do dendrograma.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Fig. 1 demonstra os percentuais de resisténcia
obtidos para os 10 antimicrobianos avaliados
nos isolados de Salmonella Minnesota das
duas unidades industriais. Os percentuais
demonstrados referem-se a somatoria dos
isolados classificados como resistentes e
intermediérios pelo teste de disco-difusdo. Pode-
se observar que houve maior indice de
resisténcia nas duas inddstrias 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 ao norfloxacina e ao imipenem.
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AMO: amoxacilina (10pug); NOR: norfloxacino (10ug); NEO: neomicina (30ug); GEN: gentamicina
(10ug); TRI: trimetoprima (5ug); CAZ: ceftazidima (30ug); CLO: cloranfenicol (30ug); IMP: imipenem
(10ug); TET: tetraciclina (30pug); SUL: sulfonamida (300ug).

Figura 1. Percentual de resisténcia aos antimicrobianos em cepas de Salmonella Minnesota isoladas em
duas industrias com ciclo completo de produgdo de frangos de corte (Unidade A e Unidade B).

No Brasil, niveis de resisténcia antimicrobiana
identificados em Salmonella spp. isolada de
frango variam entre 56% e 100% (Cardoso et al.,
2006; Vaz et al., 2010). O elevado percentual de
resisténcia a tetraciclina era esperado, pois esse
antimicrobiano é de primeira escolha na
terapéutica para producdo 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% (Sereno et al., 2017).
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O elevado percentual de isolados resistentes a
sulfonamida observado neste estudo (93,8% na
indistria A e 89,7% na indlstria B) também foi
verificado no Brasil, em carcacas de frango
congeladas, provenientes de 15 cidades
brasileiras, entre os anos de 2004 e 2006, e
demonstrou  72,4% de cepas resistentes
(Medeiros et al., 2011). As cefalosporinas e
fluoroquinolonas sdo utilizadas para tratar
infecgBes humanas graves (Lai et al., 2014). No
presente estudo, 6,2% das cepas na inddstria A
apresentaram resisténcia a ceftazidima; por outro
lado, todas as estirpes foram sensiveis ao
norfloxacino.

Houve diferencas nos percentuais de resisténcia
entre as duas empresas, principalmente para
neomicina, com 51,3% de cepas resistentes na
inddstria B e nenhuma resistente na inddstria A.

Diferentes fatores, como custo, disponibilidade e
opcdo do médico veterinario, podem ter
influenciado nos fendtipos de suscetibilidade ou
resisténcia dessas populacdes. A administracdo
cuidadosa de antimicrobianos e a vigilancia
continua sdo iniciativas que ajudam a definir o
melhor tratamento e dificultam a selecdo e
propagacdo de cepas resistentes (Voss-Rech et
al., 2015).

Nas Tab. 3 e 4, estdo apresentados os perfis de
resisténcia de Salmonella Minnesota nas
indistrias A e B, respectivamente. Foram
considerados multirresistentes os isolados que
apresentaram resisténcia a trés ou mais classes de
antimicrobianos (Brasil, 2008). Das cepas
avaliadas na industria A (Tab. 3), 93,8%
apresentaram resisténcia a dois ou mais agentes
antimicrobianos estudados.

Tabela 3. Perfis de resisténcia de 32 cepas de Salmonella Minnesota isoladas em uma cadeia de producéo

avicola localizada no estado de S&o Paulo (indUstria A)

Perfis Resisténcia antimicrobiana* Ndmero de classes® Nimero de cepas (%)
Al SUL TET 2 16 (50,0)
A2 SUL TET (AMO) 3 1(3,)
A3 SUL TET GEN 3 2(6,2)
Ad SUL TET AMO 3 7(21,9)
A5 SUL TET AMO (CAZ) 3 1(31)
A6 SUL TET TRI (AMO) 4 2 (6,2)
A7 SUL TET AMO CAZ 3 1(31)
A8 Multissensiveis - 2 (6,2)
Total 32 (100,0)

*Perfis entre parénteses: cepas com resisténcia intermediaria aos antimicrobianos. AMO: amoxacilina; GEN:
gentamicina; TRI: trimetoprima; CAZ: ceftazidima; TET: tetraciclina; SUL: sulfonamida.
1 NUmero de classes de antimicrobianos aos quais os isolados apresentaram resisténcia.

Foram reconhecidos oito perfis de resisténcia aos
antimicrobianos (A1 a A8) entre as cepas
isoladas na inddstria A (Tab. 3), sendo os perfis
mais frequentes o Al, que agrupava isolados
resistentes a sulfonamida e a tetracilina (50,0%),
e 0 A4, com resisténcia associada a sulfonamida,
a tetraciclina e & amoxacilina (21,9%). Trinta
(93,8%) isolados de Salmonella Minnesota na
indistria A apresentaram  resisténcia ou
resisténcia intermediaria a pelo menos um
antibiotico. Desses, 16 (53,3%) foram resistentes
a dois antimicrobianos (Al) e 14 (46,7%) foram
considerados multirresistentes, pois apresentaram
resisténcia a trés ou mais classes de antibidticos
(A2 a A7). Apenas duas cepas foram sensiveis a
todos os antibioticos testados.

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.72, n.4, p.1353-1362, 2020

Entre as 39 cepas de Salmonella Minnesota
analisadas na indastria B, 11 perfis foram
identificados (B1 a B11), sendo os perfis B1, de
cepas resistentes a sulfonamida e a tetraciclina, e
B2, de cepas resistentes a sulfonamida, a
tetraciclina e a neomicina, os mais frequentes,
com 25,6% cada. Com excecdo do perfil B11,
cujas cepas foram sensiveis a todos os
antimicrobianos testados (4/39 - 10,3%), o0s
demais perfis agruparam 35 (89,7%) cepas
resistentes ou com resisténcia intermediaria a
pelo menos uma droga. Entre essas 35 cepas, 10
(28,6%) foram resistentes a dois antibidticos
(Bl1), e 25 (71,4%) foram consideradas
multirresistentes (B2 a B10), com destaque para
uma cepa que apresentou resisténcia a seis
classes de antibidticos (B10). Esta cepa foi
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isolada de carne mecanicamente separada na
inddstria B.

Acredita-se que 0 uso incorreto ou ilegal de
antimicrobianos na avicultura industrial acabou
por selecionar cepas do sorovar Minnesota de
carater multirresistente, que acabaram se
disseminando no ambiente. Associado a essa

hip6tese, pode ter ocorrido a disseminacdo de
genes de resisténcia aos antimicrobianos. 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 blasny, todos
relacionados a resisténcia aos antibidticos da
classe dos S-lactamicos.

Tabela 4. Perfis de resisténcia de 39 cepas de Salmonella Minnesota isoladas em uma cadeia de producédo
avicola localizada no estado de Mato Grosso do Sul (industria B)

Perfis Resisténcia antimicrobiana* Numero de classes* NUmero de cepas (%)

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(51)

B5 SUL TET TRI 3 2(51)

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 Multissensiveis - 4 (10,3)
Total 39 (100,0)

*Perfis entre parénteses: cepas com resisténcia intermediaria aos antimicrobianos. AMO: amoxacilina;
NEO: neomicina; TRI: trimetoprima; CLO: cloranfenicol; TET: tetraciclina; SUL: sulfonamida.
I Numero de classes de antimicrobianos aos quais os isolados apresentaram resisténcia.

O percentual de resisténcia observado nas
indistrias A e B foi considerado baixo para a
cefalosporina ceftazidima (2,8%) e para 0s
carbapenémicos (imipenem - 0%). J& para o0s f-
lactimicos, do grupo das  penicilinas
(amoxacilina), houve um percentual de 31% de
cepas resistentes. Desde 2000, na medicina
humana, enzimas CTX-M sdo as mais relevantes,
tanto em nivel hospitalar quanto na comunidade,
para identificar resisténcia 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 intermediéria, pelo teste de disco-
difusdo, apenas ao p-lactdmico amoxacilina, e
duas foram resistentes & amoxacilina e também a
ceftazidima. Embora fenotipicamente tenham
apresentado resisténcia aos p-lactdmicos, esses
isolados ndo apresentaram a presenca de nenhum
dos genes avaliados, indicando que a resisténcia
pode estar associada a presenga de outras p-
lactamases, que ndo foram avaliadas neste
estudo, e/ou de outros mecanismos de resisténcia
aos antibioticos B-lactamicos.
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Verificou-se que, do total das cepas de
Salmonella Minnesota isoladas hnas duas
indlstrias, 100% foram positivas para 0 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. A positividade para o gene invA para
todas as cepas era esperada e concorda com
estudo anterior (Rowlands et al., 2014). A
presenca desse gene € fundamental na expressao
da capacidade de invasdo dos tecidos do
hospedeiro (Amini et al., 2010). A auséncia do
gene sefA é condizente com a literatura, uma vez
que a fimbria SefA ndo esté4 presente em todos 0s
sorovares, sendo restrita ao grupo D das
Salmonellas, nos sorotipos Enteritidis, Dublin,
Moscow e Blegdon (Amini et al., 2010).

A identificacdo comum dos genes invA, IpfA e
agfA em 47,9% (34/71) das cepas indica que,
além da capacidade de invasdo, essas cepas
também sdo eficientes no processo de adesdo e
na formacdo de biofilmes. Assim, seu isolamento
em amostras ambientais, de carcacas e de miidos
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pode indicar uma fonte de contaminacdo
persistente nas unidades de producdo. Borges et
al. (2013) também observaram esse padrdo em
Salmonellas provenientes do Brasil. Além disso,
a presenca dessas fimbrias (genes agfA e IpfA) é
de extrema importancia no processo de infecgdo.
E possivel que haja efeitos aditivos das adesinas
Lpf e Agf na colonizagdo do intestino e
expressdo de viruléncia no hospedeiro, que
indicam potencial risco ap6s infeccao.

A andlise de similaridade de Salmonella
Minnesota pelo dendrograma demonstrou
elevada proximidade genética entre as cepas
(Fig. 2). Ndo foram detectados clones com 100%
de homologia. Porém o estudo permitiu
identificar os genoétipos distintos e clusters com
homologia superior a 80%, que foram
comparados considerando-se o local de
isolamento, a data da coleta, o perfil de
resisténcia antimicrobiana e a presenca dos genes

invA, IpfA e agfA.

AAPD-1.2 RAPD-1 RAPD-2
N°  Origem

65 Abatedouro de frango

87 Abatedouro de frango

68 Abatedouro de frango

66 Abatedouro de frango

58 Abatedouro de frango

62  Abatedouro de frango

11| 63 Abatedouro de frango

60 Abatedouro de frango

61 Abatedouro de frango

59 Abatedouro de frango

64 Abatedouro de frango

42 Avidrio rango de corte

43 Avidrio frango de corte

41 Avidrio frango de corte
47 Avidrio frango de corte
48 Avidrio frango de corte
49 Avidrio frango de corte
50 Avidrio frango de corte
70 Abatedouro de frango
71 Abatedouro de frango

Avidrio frango de corte

Avirio frango de corte

Avidrio frango de corte

38

39

36

37 Avidrio frango de corte
34 Avidrio frango de corte
35 Avidrio frango de corte
33 Avidrio frango de corte
54 Avidrio frango de corte
56 Abatedouro de frango
55 Avidrio frango de corte
a1

32

2

30

52

53

25

26

23

2

Abatedouro de frango
Abatedouro de frango
Abatedouro de frango
Abatedouro de frango
Avidrio frango de corte
Avidrio frango de corte
Abatedouro de frango

Abatedouro de frango
Abatedouro de frango
Abatedouro de frango
24 Abatedouro de frango
27 Abatedouro de frango

21 Abatedouro de frango
\ 45 Aviério frango de corte
46 Avidrio frango de corte
44 Avidrio frango de corte
1" Abatedouro de frango
18 Abatedouro de frango

16 Abatedouro de frango
17 Abatedouro de frango
19 Abatedouro de frango
12 Abatedouro de frango
|l 09  Abatedouro de frango
13 Abatedouro de frango

\ 15 Abatedouro de frango
I 10 Fébrica de ragio
[
\

57  Abatedouro de frango
| 69 Abatedouro de frango
| 05 Avidrio frango de corte
| 07 Aviario rango de corte
[ o1 Avidrio frango de corte
[ 03 Avidrio frango de corte
Il 04  Avidrio frango de corte
|l 02 Avidrio frango de corte
|
f

| 06  Avidrio frango de corte
| | 72 Controle

| 08 Avidrio frango de corte
| 20 Abatedouro de frango
14 Abatedouro de frango
| I 40 Avidrio frango de corte
| 51 Avidrio frango de corte
| 28 Abatedouro de frango

Data

16/03/2010
22/03/2010
23032010
22/03/2010
13/02/2010
270212010
11/03/2010
22/02/2010
26/02/2010
15/02/2010
10/032010
05/01/2010
06/01/2010
05/01/2010
20/01/2010
21/01/2010
22/01/2010
24/01/2010
25/11/2009
03/12/2009
05/01/2010
05/01/2010
05/01/2010
05/01/2010
05/01/2010
05/01/2010
05/01/2010
28/01/2010
04/02/2010
30/01/2010
02/03/2010
13/04/2010
28/01/2010
02/03/2010
26/01/2010
270172010
01/09/2009
01/09/2009
01/08/2009
25/08/2009
01/09/2009
28/12/2009
19/05/2009
14/01/2010
14/01/2010
13/01/2010
07/05/2009
19/05/2009
19/05/2009
19/05/2009
19/05/2009
13/05/2009
17/04/2009
13/05/2009
13/05/2009
07/05/2009
08/02/2010
24/11/2009
26/10/2009
08/01/2010
21/07/2009
24/09/2009
26/10/2009
06/08/2009
05/01/2010

09/04/2010
19/05/2009
13/05/2009
05/01/2010
25/01/2010
28/12/2009

Amostra

Asain natura
Coxa in natura

Moela

Carne Mecanicamente Separada
Carcaca

Carcaca

Agua de chiller das carcagas
Carcaga

Carcaca

Carcaca

Recorte de peito in natura
Suabe pré abate com propé
Suabe pré abate com propé
Suabe pré abate com propé
Suabe pré abate com propé
Suabe pré abate com propé
Propé pos higienizagao
Suabe pré abate com propé
Asain natura

Came Mecanicamente Separada
Suabe pré abate com propé
Suabe pré abate com propé
Suabe pré abate com propé
Suabe pré abate com propé
Suabe de caminhao

Suabe pré abate com propé
Ciffonnete gaiola

Ciffonnete gaiola

Carcaga

Suabe de cloaca

Filezinho sassame
File/peito de frango
Carcaga

Recorte de peito

Ciffonnete gaiola

Suabe de cloaca

Peito salgado

Coxa com osso

Filezinho sassame

Carcaca

Recorte de coxa

Coragdo

Pele in natura

Suabe pré abate com propé
Suabe pré abate com propé
Suabe pré abate com propé
Carcaga in natura

Carcaga in natura

Pés in natura

Coxa com osso in natura
Coxa sem osso in natura
Carcaga in natura

Carcaga in natura

Carcaga in natura

Carcaga in natura

Suabe caminhao

Carcaca

Peito in natura

Propé

Citfonnete

Suabe pré-abate

Propé

Propé

Suabe pré-abate

Propé

Propé

Peito salgado

Carcaga in natura

Suabe pré abate com propé
Suabe de caminhdo

Agua escaldagem

Figura 2. Dendrograma comparativo de S. Minnesota utilizando coeficiente de similaridade de Dice com
tolerancia de 1,5% e método UPGMA com otimizagdo de 0,80%. Perfis A a G — diferentes grupos

clonais, com homologia superior a 80%.

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.72, n.4, p.1353-1362, 2020

1359



Melo et al.

Foram identificados sete clusters e trés isolados
que apresentaram perfil distinto, de forma que
ndo puderam ser agrupados com as demais cepas
pelo fato de a 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 de dois meses
nas amostras de alimentos e em uma amostra de
agua de chiller das carcacas. A agua de chiller é
considerada um  fator  importante  na
disseminacdo de Salmonella no abatedouro, ja
que um grande nimero de carcagas passa no
mesmo tanque de &gua, 0 que aumenta as
chances de contaminacdo cruzada (Mead et al.,
2000).

A presenga dos genes IpfA e agfA em 72,7%
dessas cepas (8/11) mostra que elas possuem
potencial para produzir biofilmes, caso haja
expressdo  das  caracteristicas  genéticas
identificadas. Isso, aliado & ndo deteccdo desse
perfil no ambiente da granja, permite inferir que
a contaminagdo do produto no abatedouro n&o
esta relacionada a infecgdo prévia dos animais e,
sim, & contaminacao no préprio abatedouro.

Foram agrupadas 19 cepas no cluster B com
similaridade de 84,7%, provenientes tanto do
aviario quanto do abatedouro da unidade B. Esse
gendtipo foi identificado por quatro meses na
empresa. 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
contaminacdo do produto no abatedouro, o que
indica que a contaminagdo cruzada parece ser
importante na disseminagdo desse gendtipo ao
longo da cadeia de produgdo. Logo, a presenga
desse perfil em amostras de suabes de gaiola, do
caminhédo de transporte e do ambiente pré-abate
sugere a negligéncia as normas de
biosseguridade na unidade de producéo.

A presenca do gene agfA em todas as cepas do
cluster B indica que provavelmente esse
genotipo se mantém devido a formacdo de
agregados de culturas sésseis. Também foram
identificados dois perfis de resisténcia em
comum nesse grupo, B1 e B2 (Tab. 4), presente
em 14/19 (73,7%) cepas. As superficies da
indlstria de processamento de alimentos, quando
apresentam formacdo de biofilmes, caracterizam
importantes fontes de contaminacdo. Essas
estruturas permitem 0 crescimento e a
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sobrevivéncia de Salmonella spp. em condicdes
ambientais estressantes. Uma vez instalado, o
biofilme torna-se uma fonte de contaminacdo
constante. A aplicacdo de boas e eficientes
praticas e higiene e desinfeccdo permite a
prevencdo de formacdo ou a remocdo dessas
estruturas (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 a
provavel disseminacdo desse perfil nas duas
unidades de producdo. A permanéncia desse
gendtipo variou, entre 0s meses de agosto de
2009 e abril de 2010, no abatedouro da unidade
A. A persisténcia do agente pode ter relagdo com
a presenca do gene agfA detectado em todas as
cepas. Porém, € provavel que a alternancia nos
periodos em que o gendtipo foi encontrado seja
devido a algum processo de injuria, que reduziu
sua presenga em numeros ndo detectaveis na
metodologia tradicional.

De maneira distinta, na unidade B, esse perfil se
manteve somente por um més no aviario e ndo
foi detectado no ambiente do abatedouro ou no
alimento, o que indica um controle mais
eficiente, que impediu sua permanéncia naqueles
ambientes. 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 racdo foi a fonte
primaria de infeccdo dos animais na granja que
gerou a contaminacdo das amostras do
abatedouro, uma vez que houve coincidéncia nos
periodos em que esse gendtipo foi detectado
(maio de 2009). A presenca dos genes invA, IpfA
e agfA foi comum nesse grupo, além do perfil de
resisténcia Al (Tab. 3) encontrado em 60%
(6/10) das cepas.

Salmonela spp. pode contaminar a ragéo,
principalmente por meio de ingredientes
contaminados e da sua capacidade de formar
biofilmes (Milanov et al., 2017). A peletizagéo
reduz a contaminacdo, mas pode nao elimina-la
completamente devido & possibilidade de
recontaminacdo ap6s 0 processamento térmico
(Jones, 2011). Sete cepas do aviario da unidade
A foram agrupadas no cluster F, com homologia
de 85,7%. S&o cepas 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
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dos genes IpfA e agfA identificados nesse
gendtipo. Devido ao baixo nimero de cepas
agrupadas nos clusters E e G, respectivamente,
ndo é possivel realizar uma analise fidedigna dos
dados encontrados.

CONCLUSAO

Nas duas unidades produtivas avaliadas (A e B),
46,7% e 71,4% dos isolados de Salmonella
Minnesota, respectivamente, apresentaram perfil
de multirresisténcia. Todos os isolados foram
sensiveis ao norfloxacino e ao imipenem. A
ocorréncia de resisténcia a amoxacilina ndo pbde
ser correlacionada com a presenca dos genes de
resisténcia estudados, indicando que outros
fatores de resisténcia podem estar envolvidos. O
potencial patogénico das cepas observado pela
presenca dos genes de viruléncia indica a
possibilidade do sorovar S. Minnesota em causar
doenca clinica em humanos. A analise
filogenética demonstrou a persisténcia dos
gendtipos no ambiente e a consequente
contaminagdo do alimento produzido. Esses
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,
consequentemente, na saude publica.
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