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RESUMO

Salmonella esta entre os principais patégenos causadores de gastroenterites
associada ao consumo de produtos de origem animal, como a carne de aves. Este
fato € fundamental a realizagdo de estudos a respeito desse patdogeno. O objetivo
deste estudo foi investigar os sorotipos, a similaridade genética e o perfil de
resisténcia a antimicrobianos de Salmonella spp., isolada nas diferentes etapas da
linha de abate e processamento de frangos de corte, em estabelecimento habilitado
a exportagao localizado no Estado do Parana. A amostragem foi realizada ao longo
da linha de abate, nas etapas de recepcéo das aves, abate e processamento. Foram
obtidas 125 culturas de Salmonella sp., as quais foram submetidas aos testes de
sorotipificagdo, suscetibilidade a antimicrobianos, produgdo de enzimas beta-
lactamases de espectro estendido (ESBL) e eletroforese em gel de campo pulsado
(PFGE). Nesta analise, além das culturas de Salmonella da presente pesquisa
comparou-se 10 culturas obtidas a partir de amostras de corte congelados de frango
do comércio varejista. Dentre os 125 isolados avaliados foram identificados trés
sorotipos diferentes, sendo que a maior ocorréncia foi de Salmonella Heidelberg com
123 isolados, seguido de Salmonella Abony e Salmonella O:4,5 um isolado de cada,
mostrando a predominéncia de S. Heidelberg (98,4%). Nos resultados do PFGE,
pode-se observar que isolados com perfil genéticos idénticos foram obtidos a partir
de gaiolas de transporte, carcagas e cortes da etapa de abate e processamento e
cortes adquiridos no comércio varejista. Os isolados de S. Heidelberg demonstraram
a permanéncia no ambiente em periodos prolongados e influéncia do campo na
contaminagdo do ambiente industrial. Foi constatada 100% de resisténcia para os
antimicrobianos tetraciclina, doxiciclina e acido nalidixico e multirresistente em 121
(96,8%) dos isolados, sendo que 24 desses demonstraram padréo fenotipico para
producao de enzimas ESBL.

Palavras-chave: Salmonella, Heidelberg, PFGE, Multirresisténcia.



ABSTRACT

Salmonella is among the main pathogens causing gastroenteritis associated
with the consumption of animal products, such as poultry meat. This fact is essential
to carry out studies on this pathogen. The objective of this study was to investigate
the serotypes, genetic similarity and antimicrobial resistance profile of Salmonella
spp. isolated in the different stages of the line of slaughter and processing of broilers
in a large establishment qualified to export located in the State of Parana. Sampling
was carried out along the slaughter line, in the stages of poultry reception, slaughter
and processing. 125 cultures of Salmonella sp. submitted to serotyping tests,
antimicrobial susceptibility, production of extended-spectrum beta-lactamases
enzymes (ESBL) and pulsed-field gel electrophoresis (PFGE). In this analysis, in
addition to the Salmonella cultures of the present study, 10 cultures obtained from
frozen chicken cut samples of the retail trade. Among the 125 isolates evaluated,
three different serotypes were identified, with the highest occurrence being
Salmonella Heidelberg with 123 isolates, followed by Salmonella Abony and
Salmonella O: 4.5 each isolate, showing the predominance of S. Heidelberg (98,
4%). In the PFGE results, it can be observed that isolates with identical genetic
profiles were obtained from poultry transport cages, carcasses and cuts from the
slaughter and processing stage and cuts purchased in the retail trade. Isolated from
S. Heidelberg demonstrated the permanence in the environment in prolonged
periods and influence of the field in the contamination of the industrial environment.
100% resistance was observed for the antimicrobials tetracycline, doxycycline and
nalidixic acid and multidrug resistant in 121 (96.8%) of the isolates, of which 24
demonstrated a phenotypic pattern for the production of ESBL enzymes.

Key-words: Salmonella, Heidelberg, PFGE, Multiresistance.
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1 INTRODUGAO GERAL

A avicultura de corte brasileira € uma das atividades econdmicas de
destaque no cenario mundial. O Brasil € o terceiro maior produtor de carne de
frango, sendo que o estado do Parana ocupa o primeiro lugar na producao, e foi
responsavel por 35,85% do volume de exportacdo do ano de 2016, de um total de
4.384 mil toneladas, segundo dados da Associagédo Brasileira de Proteina Animal
(ABPA, 2016). Para que a avicultura continue a apresentar estes excelentes
numeros € necessario, entre outros aspectos, um constante monitoramento sanitario
de toda a cadeia produtiva, além do controle dos perigos microbianos de importancia
em saude publica, como é o caso de Salmonella sp., patégeno de grande destaque
na ocorréncia de surtos de origem alimentar em todo o mundo, cujas medidas de
controle devem ser nas diversas etapas de producéo.

Atualmente a comercializagao da carne de aves enfrenta barreiras sanitarias
internacionais rigorosas, com o objetivo de garantir a auséncia desse patdégeno no
produto final. A ocorréncia de Salmonella no ambiente, nas matérias primas e nos
alimentos contribui para que assuma um papel de grande importancia na saude
publica mundial.

Salmonella sp. esta amplamente distribuida na natureza, possui capacidade
de sobreviver em condi¢gdes ambientais desfavoraveis e pode colonizar o intestino
das aves e outros animais sem causar sintomas. A transmissao na granja pode
ocorrer de diversas formas, permanecendo no ambiente por um grande periodo, o
que favorece a contaminagdo dos lotes seguintes (SILVA e DUARTE, 2002). As
aves sao infectadas pelo contato com outras aves, cama, alimentagdo, agua,
roedores, insetos ou animais domésticos e, depois de infectadas, passam a excretar
Salmonella pelas fezes aumentando o numero de bactérias eliminadas no ambiente
(FORSHELL e WIERUP, 2006), podendo ainda se disseminar durante o transporte,
o abate e o processamento tecnolégico.

Programas de monitoramento e controle de Salmonella na cadeia de aves
foram definidos pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - MAPA,
como o Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA) e o Programa de Redugao
de Patoégenos (PRP). Esses programas estabelecem medidas de erradicagdo de

Salmonella Pullorum e S. Gallinarum, sorotipos de grande importancia para a
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sanidade avicola, e de controle e monitoramento de S. Typhimurium e S. Enteritidis,
e também de outros sorotipos patogénicos aos humanos e, consequentemente, de
grande relevancia para saude publica. Essas medidas visam reduzir o numero de
aves portadoras de Salmonella sp. que chegam ao abate.

Dada a estreita relacdo que Salmonella tem com a cadeia produtiva de
frangos de corte € fundamental o monitoramento constante da ocorréncia em
estudos horizontais de contaminagdo. A caracterizagao fenotipica e genotipica das
cepas envolvidas e a avaliagdo do perfil de resisténcia antimicrobiana que
constituem importantes ferramentas para investigagdes epidemioldgicas, além de
contribuir no estabelecimento de estratégias eficientes para o controle desse

patoégeno.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os sorotipos, a similaridade genética e o perfil de resisténcia a
antibioticos de Salmonella spp. isolada nas diferentes etapas da linha de abate e
processamento de frangos de corte e de amostras comerciais de estabelecimento

habilitado a exportacéo localizado no Estado do Parana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar a ocorréncia de clusters de Salmonella com similaridade genética
minima de 90%.
Verificar a capacidade de produgcdo de enzimas Beta-lactamases de

Espectro Estendido (ESBL) dos isolados de Salmonella sp.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 CARACTERISTICAS DE Salmonella sp.

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae, sdo bastonetes
curtos (1 a 2 ym) gram-negativas, anaerdbias facultativas, com capacidade de
fermentar a glicose (exceto S. Typhi) (FRANCO; LANDGRAF, 1996). A maioria das
espécies € movel, por meio de flagelos peritriquos, com exce¢ao dos sorotipos S.
Galinarum e S. Pullorum que sdo iméveis. A maior parte dos sorotipos € produtora
de gas, H.S, lisina e ornitina descarboxilase (POPOFF; LE MINOR, 2005; ISO/ST,
2012; RUSSEL, 2012).

Séao bactérias mesofilas com temperatura 6tima de multiplicacdo entre 35 a
37°C e minima de 5°C. Alguns sorotipos tém multiplicagdo preferencialmente em
temperaturas um pouco mais elevadas, na faixa dos 41°C (FRANCO; LANDGRAF
1996). A multiplicagdo de Salmonella é fortemente retardada em baixas
temperaturas, sendo cessada em temperaturas abaixo de 0°C, mantendo-se ainda
viavel (GAMA, 2001). Desse modo, o controle desta varidvel é de grande
importancia para retardar o desenvolvimento de Salmonella especialmente nos
produtos de origem animal. Outros fatores que influenciam a multiplicacédo de
Salmonella: (1) pH minimo e maximo de 4,5 e 9,0, e 6timo na faixa de 6,5 a 7,5; (llI)
atividade de agua (Aw) minima de 0,940 para o seu crescimento e o ideal de 0,995
(FRAZIER e WESTHOFF, 1993).

O género Salmonella possui duas espécies, S. enterica e S. bongori. A
primeira é dividida em seis subespécies: S. enterica subsp. enterica; S. enterica
subsp. salamae; S. enterica subsp. arizonae; S. enterica subsp. diarizonae; S.
enterica subsp. houtenae e S. enterica subsp. indica. (TINDALL et al., 2005;
ISSENHUTH-JEANJEAN et al., 2014).

Atualmente estdo identificados 2.659 sorotipos, sendo que S. enterica
subespécie enterica compreende 1.586 sorotipos, sendo a subespécie que contém
0s principais sorotipos que acometem humanos e animais (ISSENHUTH-JEANJEAN
et al., 2014).

A classificacdo de Salmonella spp. utilizada em estudos epidemioldgicos,

esta relacionada com a sorotipificagdo baseada nas diferencas encontradas nas
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estruturas superficiais das células, que sdo antigénicas. Essas estruturas séao
diferenciadas por seus antigenos O, H e Vi, por meio do esquema de Kauffmann-
White: parede celular (antigenos somaticos “O”), flagelos (antigenos flagelares “H”) e
envelope celular ou capsula (antigenos capsulares “Vi’) (CAMPOS, 2002;
GRIMONT; WEILL, 2007). Frequentemente novas férmulas antigénicas séao
identificadas pelo Centro de Pesquisa e Referéncia sobre Salmonella spp. do
Instituto Pasteur na Franca. Sendo esses sorotipos listados nas atualizacbes do
esquema Kauffmann-White (POPOFF et al., 2003; POPOFF et al., 2004;
GUIBOURDENCHE et al., 2010).

Salmonella spp. possui uma estrutura complexa de lipopolissacarideos
(LPS) na membrana externa. Os antigenos “O” sdo compostos por polissacarideos,
componentes mais externos destes LPS da superficie celular, normalmente
composto por 4 a 6 acgucares. Sao identificados por numeros arabicos e
caracterizam os sorogrupos de Salmonella, por isso o mesmo antigeno “O” é comum
a varios sorotipos (CDC, 2011).

Os antigenos “H” sdo as porgdes filamentosas do flagelo bacteriano. Sao de
natureza proteica, composto de subunidades de proteina chamadas de flagelina. A
porcao variavel da flagelina € a regiao do meio que esta exposta na superficie do
flagelo. Designados por letras minusculas do alfabeto e por numeros arabicos, esses
antigenos podem ocorrer em duas fases, denominadas de fase 1 e fase 2, sendo
que alguns sorotipos de Salmonella podem ter flagelos em uma fase apenas
(monofasica), porém, a maioria apresenta flagelos da fase 1 e de fase 2,
consideradas bifasicas (CAMPOS, 2002; CDC, 2011).

Salmonella sp. pode infectar hospedeiros tanto de sangue quente como de
sangue frio. Isso reflete a capacidade de adaptagdo desse patdbgeno a uma
variedade de ambientes diferentes, inclusive no interior dos macrofagos (PROST;
MILLER, 2008). A permanéncia nas células hospedeiras € determinante para a
doenca, sendo que cepas com falha nesta propriedade ndo sao Vvirulentas
(CORBUM, et al., 2007). Apds a penetragdo na célula hospedeira, Salmonella se
aloja dentro de vacuolos onde é capaz de sobreviver e multiplicar-se (BAKOW SKI, et
al., 2008).

A infeccdo é causada pela penetracao de Salmonella do lumen, para as células

do epitélio do intestino delgado, onde se multiplica. Em seguida a bactéria invade o
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ileo e o colo, sendo que a infeccdo gera uma resposta inflamatéria (HANSEN-
WESTER, et al., 2002; FORSYTHE, 2013). Uma vez dentro da célula hospedeira,
esses fatores sdao capazes de alterar as funcdes celulares do hospedeiro, como
arquitetura do citoesqueleto, transito pela membrana, sinal de transdugcdo e
expressdo de genes de citoquinas que resultam em sobrevivéncia intracelular
bacteriana e colonizagado (HARAGA, et al., 2008).

Os sintomas caracteristicos de doengca de origem alimentar causados por
Salmonella sao diarreia, nauseas, vémito, dor abdominal, febre branda, as vezes
cefaleia. O periodo de incubagédo € de 12 a 36 horas, a enfermidade costuma ser
autolimitante e persiste de 4 a 7 dias (FORSYTHE, 2013; HOHMANN, 2001).
Complicagdes gastrointestinais podem ocorrer e incluem apendicite, pancreatite,
colecistite e abcessos abdominais (HOHMANN, 2001). A infeccdo sistémica
apresenta formas clinicas varidveis, sendo mais grave em pacientes
imunocomprometidos. A manifestagdo sistémica mais comum ocorre em 5% dos
pacientes infectados e esta associada a outras complicagdes extra intestinais
(GORDON, 2008). O ¢érgao extra intestinal mais frequentemente comprometido é o
pulméo, outras manifestacbes sdo meningite, encefalopatia, endocardite, infecgéao

do trato urinario, osteomilite ou artrite (FISKER, et al., 2003).

3.2 IMPORTANCIA EM SAUDE PUBLICA

Uma grande variedade de alimentos de origem animal pode veicular
Salmonella sp. para humanos. Neste sentido, o consumo de carnes e derivados de
aves mal cozidos, além do consumo de ovos e produtos que contenham ovos crus
sdo apontados como os principais alimentos que representam perigo para a saude
publica. Esses produtos assumem grande relevancia devido as condi¢des de criagao
em sistema intensivo e abate das aves, favorecendo a ocorréncia do patégeno
desde as etapas iniciais de criacdo até o produto final (SANTOS et al., 2000;
TESSARI et al., 2003; SCVPH, 2003; FORSHELL e WIERUP, 2006; GAST, 2008;
GREIG; RAVEL, 2009;).

Estima-se que 22 milhdes de casos de gastroenterites ocorrem anualmente em
todo o mundo devido Salmonella sp. levando a 155 mil mortes (MAJOWICZ et al.,

2010). Na Europa a incidéncia de doencas associadas a salmonelose é de 20 casos
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para cada 100.000 habitantes por ano, numero bem menor que paises mais pobres
da Africa e Asia que é de 100 casos por 100.000 habitantes por ano. Em 2013 S.
Enteritidis foi isolada em 39,5% dos casos de salmonelose humana e S.
Typhimurium em 20,2% (SANCHEZ-VARGAS et al., 2011; EFSA, 2015a; EFSA,
2015b).

Na Inglaterra e Pais de Gales, S. Enteritidis e S. Typhimurium representaram
mais de 80% das infecgcbdes por Salmonella em humanos no periodo de 1991 a 1995
(HUMPHREY, 2000).

Nos Estados Unidos, entre 1990 e 2006, 22,3% dos casos de salmonelose
humana foram atribuidos ao consumo de carne de aves. Nos anos de 2014 e 2015,
registraram 17,6 casos de salmonelose por 100 mil habitantes, sendo que entre os
13 diferentes sorotipos houve maior prevaléncia de S. Enteritidis e Typhimurium
(CDC, 2011; CDC, 2016).

Apesar da prevaléncia de S. Enteritidis nos surtos com carne de aves, os
dados do Programa de Redugéo de Patégenos Americano mostram que em 2014, o
sorotipo mais isolado em carne de frango ndo foi S. Enteritidis, mas sim S. Kentucky,
em 43% das amostras. S. Enteritidis foi 0 segundo sorotipo mais isolado, presente
em 9,5% das amostras, seguido pelos sorotipos Montevideo e Typhimurium (CDC,
2014). Além de S. Enteritidis e S. Typhimurium, outros sorotipos sdo capazes de
causar doenga gastrointestinal com gravidade variavel em seres humanos. Existe
uma crescente preocupagao sobre os sorotipos Heidelberg, Infantis, Agona, Hadar, e
Virchow, como causadores de infecgdes em humanos (FORSHELL e WIERUP,
2006; FREITAS NETO et al., 2010).

S. Heidelberg possui relatos recentes de envolvimento em surtos nos
Estados Unidos. No periodo de janeiro de 2015 a julho de 2017, houve relatos de
pessoas infectadas com o sorotipo Heidelberg em 14 estados, com 30% das
pessoas hospitalizadas, no entanto nenhuma morte foi relatada (CDC, 2017).

No Brasil existe uma deficiéncia com relagcdo as notificacdes de casos de
doengas transmitidas por alimentos, e na identificagdo dos agentes etioldgicos
envolvidos em surtos. Dados do Ministério da Saude indicam que no ano de 2015
foram notificados 673 surtos de origem alimentar no Brasil (BRASIL, 2016b). Entre

os anos de 2000 e 2015, foram notificados 10.666 surtos, com 155 6ébitos. Dentre os
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micro-organismos que foram caracterizados, Salmonella sp. aparece como o
principal agente, envolvido em 14,4% dos surtos (BRASIL, 2015).

No Estado do Rio Grande do Sul, dos 99 surtos registrados no ano de 2000,
74% foram ocasionados por Salmonella sp., entre os alimentos envolvidos na
maioria dos surtos, estavam os ovos e alimentos preparados com ovos (72,2%) e
carne de frango (11,4%) (NADVORNY et al., 2004). No Parana, desde o ano de
1995, a salmonelose passou a ser a principal enfermidade transmitida por alimentos.
Dados de surtos de Doengas Transmitidas por Alimentos (DTA) apontam como
agentes etioldgicos mais frequentes os de origem bacteriana, com grande destaque
para Salmonella sp. (AMSON et al., 2006; ALCOCER et al., 2006). Os dados
relativos as DTA oferecem grande destaque para a salmonelose, no entanto, para
diferentes paises é dificil a realizagdo de comparacgdes, devido a diferengas nos

programas de vigilancia e critérios de notificagbes (MEAD et al., 2010).

3.3 MECANISMOS DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

O uso indiscriminado de antibiéticos em humanos e animais tem levado ao
aumento da resisténcia a drogas em diferentes cepas bacterianas. Esse fato
representa um risco para a saude publica, pela transferéncia de cepas com genes
de resisténcia aos humanos em fungcdo do consumo de alimentos contaminados
(KELLEY, et al., 1998; BADA-ALAMBEDJI, et al., 2006). Entre os micro-organismos
resistentes, existem os multirresistentes (MR), que se caracterizam por apresentar
fendtipo resistente pelo menos a trés classes de antimicrobianas (NGOI; THONG,
2013).

Desde 1990, quando houve o relato de uma cepa S. Typhimurium, fagotipo
denominado DT104, isolada originalmente em amostras animais do Reino Unido,
resistente a ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina, sulfametoxazol e tetraciclina,
que se disseminou ao redor do mundo, o numero de Salmonella multirresistentes
aumentou em muitos paises (HELMS et al., 2011). De acordo com o National
Antimicrobial Resistance Monitoring System (NARMS), 4,1% dos isolados dos
Estados Unidos, entre os anos de 2005 e 2006, apresentaram menor suscetibilidade
as cefalosporinas e 84% apresentaram fendtipos de resisténcia a multiplos farmacos
(SJOLUND-KARLSSON, et al., 2010).
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Conforme pesquisa Europeia, de 2000 a 2004 em mais de 134.000 isolados de
Salmonella oriundos de casos de infeccdo humana, observou-se resisténcia a
antimicrobianos variando de 57 a 66%, incluindo resisténcia a multiplos farmacos de
15 e 18% (MEAKINS, et al., 2008). Paises asiaticos e africanos tém identificado o
aumento do numero de cepas resistentes a cefalosporinas e relatos de resisténcia
de cefalosporinas associados a produg¢ao da beta-lactamase de espetro entendido
(RAN, et al., 2011; JABEEN, et al., 2010; KRUGER, et al., 2004).

Uma justificativa da alta resisténcia de Salmonella aos antimicrobianos, € o fato
de que estes micro-organismos estdo expostos a elementos genéticos que
transportam genes de resisténcia, bem como 0s mecanismos necessarios para a
recombinacdo desses genes. Desta forma, ocorrem transferéncias génicas
horizontais, onde os genes podem ser adquiridos de outros micro-organismos da
mesma geracao. Esse fendmeno envolve uma célula doadora que contribui com
parte de seu genoma para uma célula receptora, que pode ser de uma espécie ou
de um género diferente. Apoés a transferéncia, parte do DNA da doadora é
incorporado ao DNA da receptora (THOMAS & NIELSEN, 2005; BAUMAN, 2009;
TORTORA et al., 2012). Os genes codificadores de antigenos em Salmonella séo
altamente propensos a recombinagao e transferéncia génica horizontal de modo que
antigenos similares podem ser encontrados em cepas nao relacionadas (LI et al.,
1994).

Sao conhecidos trés mecanismos de resisténcia bacteriana. Um deles é a
producao de proteinas especificas, as quais alteram o antimicrobiano, sendo que o
mesmo perde a agao esperada. Um exemplo € a producdo de enzimas beta-
lactamases por Salmonella sp., responsaveis por inativar a classe dos beta-
lactdmicos (FOLEY & LYNNE, 2008).

Outro mecanismo de resisténcia é a modificagdo quimica do sitio de ligagéo
do antimicrobiano, impedindo que ele se ligue ao alvo, alterando a afinidade do
micro-organismo a droga (CROFT et al., 2007). O terceiro mecanismo de resisténcia
sdo as bombas de efluxo que bombeiam ativamente os antimicrobianos para fora da
bactéria, de forma que as concentragdes antimicrobianas na célula nunca alcancem
o limiar necessario para interferir nos processos metabdlicos da mesma
(FORSYTHE, 2013).
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A producdo de beta-lactamases por bactérias gram-negativas, que € o mais
importante mecanismo de resisténcia contra os antibidticos beta-lactamicos, e foi
identificada na década de 1960 com a descricdo de um isolado de E. coli resistente
a aminopenicilinas pela producédo de TEM-1 beta-lactamase (PAGE, 1999;
CANTON, et al., 2008). Na década de 1980 iniciou-se o uso das cefalosporinas de
terceira geragdo, com estrutura molecular resistente a agdo das enzimas beta-
lactamases. Trés anos apds o inicio do uso dessas drogas foi relatada a primeira
beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) denominada SHV-2 em Serratia
marcescens e Klebsiella pneumoniae (KNOTHE et al., 1983).

Essas enzimas constituem um grupo de proteinas que degradam ou modificam
os farmacos, catalisam a hidrélise do anel beta-lactdmico das penicilinas,
cefalosporinas e compostos relacionados, antes deles atingirem as proteinas de
ligagdo, inativando esses antimicrobianos e tornando o tratamento ineficaz (FONZE
et al., 1995; FALAGAS; KARAGEORGOPOULOS, 2009).

Em 1989 foi descrita a primeira cepa de Salmonella nao-tifoide produtora da
enzima CTX-M-2 na Argentina, beta-lactamases de espectro estendido mais
prevalentes em Enterobacteriaceae, geralmente localizadas em plasmideos. Com a
disseminacao das cepas de Salmonella sp. produtoras de ESBL, as mesmas
passaram a ser relatadas, em isolados de amostras de humanos doentes, também
em animais de producéo e, em alimentos de origem animal, principalmente carne de
aves, possibilitando sua transferéncia para humanos por meio do consumo de
alimentos (BAUERNFEIND et al., 1996; PEIRANO et al., 2006; YANG et al., 2014).

3.4 MEDIDAS DE CONTROLE DE Salmonella NA CADEIA PRODUTIVA DE
FRANGO DE CORTE

A avicultura de corte ocupa uma importante posigao no segmento agroindustrial
brasileiro, com volume expressivo de exportacdes. Diante desse desenvolvimento e
da frequente relagcdo de DTA com a ocorréncia de Salmonella nos produtos de
origem avicola, deve-se destacar a necessidade de se implantar medidas de
controle na cadeia produtiva de frango de corte, considerando-se também que a
reducao do numero de aves portadoras de Salmonella que entram no abate é um

fator essencial para garantir a seguranga do produto final.
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A presenga de Salmonella sp. em carne de aves torna-se um obstaculo para o
comércio nacional e internacional. A preocupacdo com a elevada ocorréncia de
casos de salmonelose levou varios paises a definir padrbes microbiolégicos para
carne “in natura” de frango que podem gerar obstaculos ao comércio, como o uso de
critérios que implicam em toleréncia “zero para Salmonella” (MEAD et al., 2010).

O MAPA instituiu programas de monitoramento e controle de Salmonella na
cadeia de aves. O Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA) e o Programa de
Reducéao de Patégenos (PRP) estabelecem medidas de erradicagao de S. Pullorum
e S. Gallinarum, de grande importancia para a sanidade avicola, e de controle e
monitoramento, de S. Typhimurium e S. Enteritidis, de grande relevancia para saude
publica.

A Instrugdo Normativa n°® 78, de 3 de novembro de 2003, determinou a
erradicacao da S. Pulorum e S. Galinarum através do abate de matrizes portadoras
e a vacinagao dos lotes de aves reprodutoras com vacinas inativadas para S.
Enteritidis (BRASIL, 2003a).

A Instrugdo Normativa n° 70, de 06 de outubro de 2003, institui o PRP para o
controle de Salmonella sp. em Carcagas de Frangos e Perus (Brasil, 2003b). Esse
programa foi implementado com o objetivo de construir um sistema de informagdes
sobre a contaminagdo por micro-organismos patogénicos para avaliacdo da
contaminagao dos produtos examinados, viabilizando a determinacdo do nivel
adequado de protegao ao agente, o que permite a melhor eficiéncia das medidas de
controle, como componente importante da Analise de Risco Microbiolégico (ARM).
Essa instrucdo normativa previa a analise de 51 amostras a cada ciclo amostral,
sendo aceitavel no maximo 12 amostras positivas. O processo de tomada de
amostras em cada ciclo relacionava-se com o volume de abate de cada
estabelecimento industrial, e as amostras colhidas imediatamente apds o sistema de
pré resfriamento (BRASIL, 2003b).

Em 21 de outubro de 2016, foi instituida a Instrucdo Normativa n° 20 com a
missdo de substituir a Instru¢cdo Normativa n°® 70. Ela traz algumas modificagcdes
relacionadas ao ciclo amostral e aos laboratérios onde as amostras seréo
analisadas. As andlises microbiolégicas para pesquisa de Salmonella sp. nas
carcacas sao divididas em dois monitoramentos. Um monitoramento de auto-

controle, onde as analises podem ser realizadas em laboratério definido pela
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empresa, desde que atenda as exigéncias e metodologias preconizadas pelo MAPA,
com amostragem de 51 carcagas a cada ciclo amostral, sendo aceitavel no maximo
12 amostras positivas. Outro monitoramento compreende um ciclo de 8 amostras,
aceitavel no maximo 2 amostras positivas com analises realizadas nos laboratérios
da rede oficial ou credenciados pelo MAPA (BRASIL, 2016a).

Ainda na Instrucdo Normativa n° 20 sdo definidas analises de swab de arrasto
para andlise de Salmonella sp. em todos os lotes de frango de corte. As coletas de
amostras devem ser realizadas o mais proximo possivel da data do abate do lote
das aves, de tal maneira que os resultados sejam conhecidos antes do seu envio
para o abate.

Em janeiro de 2001 a ANVISA publicou a RDC 13, com o Regulamento Técnico
para instrugdes de uso, preparo e conservagao na rotulagem de carne de aves e
seus miudos crus, resfriados ou congelados (BRASIL, 2001), considerando natural a
presenga de Salmonella sp. em carne de aves e 0s riscos que esse patdégeno
representa aos consumidores. A RDC 13 estabeleceu a obrigatoriedade de
instru¢cdes de uso, preparo e conservagao na rotulagem de carnes de aves e miudos,
0s quais orientam o consumidor no controle do risco associado ao consumo de
alimentos onde Salmonella sp. poderia estar presente. As instrugdes obrigatérias
sao:

Este alimento se manuseado incorretamente e ou consumido cru pode
causar danos a saude; mantenha refrigerado ou congelado; descongele
somente no refrigerador ou no micro-ondas; mantenha o produto cru
separado dos outros alimentos; lave com agua e sabdo as superficies de
trabalho (incluindo as tabuas de corte), utensilios e mé&os depois de
manusear o produto cru; consuma somente apos cozido, frito ou assado
completamente (BRASIL, 2001).

Além disso, o processo produtivo conta com outras ferramentas que visam
produzir um alimento in6cuo e seguro do ponto de vista microbiolégico como Analise
de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC), Boas Praticas de Fabricagao
(BPF) e os Procedimentos Padrao de Higiene Operacional (PPHO).

O APPCC baseia-se na prevengao, eliminagdo ou redugdo dos perigos em
todas as etapas do processo produtivo. Realizando andlise de cada etapa, sao
identificados perigos especificos e medidas preventivas para seu controle,
objetivando a seguranga do alimento. Tem como pré-requisito os programas de BPF

e PPHO, sendo que o BFP se baseia na higiene do estabelecimento, higiene
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pessoal e higiene da produgdo, enquanto o PPHO se baseia nos cuidados com a
higiene das superficies de contato com o alimento e demais estruturas, prevengao

contra a contaminagao cruzada, além dos cuidados com relagdo a contaminantes.
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RESUMO

Salmonella esta entre os principais patdégenos causadores de gastroenterites
associada ao consumo de produtos de origem animal, como a carne de aves. Por
este fato, € fundamental a realizagdo de estudos a respeito desse patdégeno. O
objetivo deste estudo foi investigar os sorotipos, a similaridade genética e o perfil de
resisténcia a antimicrobianos de Salmonella spp., isolada nas diferentes etapas da
linha de abate e processamento de frangos de corte, em estabelecimento habilitado
a exportagao localizado no Estado do Parana. A amostragem foi realizada ao longo
da linha de abate, nas etapas de recepcao das aves, abate e processamento. Foram
obtidas 125 culturas de Salmonella sp., as quais foram submetidas aos testes de
sorotipificagdo, suscetibilidade a antimicrobianos, produgdao de enzimas beta-
lactamases de espectro estendido (ESBL) e eletroforese em gel de campo pulsado
(PFGE). Nesta analise, além das culturas de Salmonella da presente pesquisa
comparou-se 10 culturas obtidas a partir de amostras de corte congelados de frango
do comércio varejista. Dentre os 125 isolados avaliados foram identificados trés
sorotipos diferentes, sendo que a maior ocorréncia foi de Salmonella Heidelberg com
123 isolados, seguido de Salmonella Abony e Salmonella O:4,5 um isolado de cada,
mostrando a predominéncia de S. Heidelberg (98,4%). Nos resultados do PFGE,
pode-se observar que isolados com perfil genéticos idénticos foram obtidos a partir
de gaiolas de transporte, carcagas e cortes da etapa de abate e processamento e
cortes adquiridos no comércio varejista. Os isolados de S. Heidelberg demonstraram
a permanéncia no ambiente em periodos prolongados e influéncia do campo na
contaminagdo do ambiente industrial. Foi constatada 100% de resisténcia para os
antimicrobianos tetraciclina, doxiciclina e acido nalidixico e multirresistente em 121
(96,8%) dos isolados, sendo que 24 desses demonstraram padrédo fenotipico para
producao de enzimas ESBL.

Palavras-chave: Salmonella, Heidelberg, PFGE, Multirresisténcia.
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4.1 INTRODUCAO

A avicultura de corte brasileira € uma das atividades econdmicas de
destaque no cenario mundial, estando o Brasil posicionado como o terceiro maior
produtor e maior exportador de carne de frango (ABPA, 2016). Para que a avicultura
continue a ocupar uma posi¢cao de destaque no cenario da producdo mundial é
necessario constante monitoramento sanitario de toda a cadeia produtiva, além do
controle dos perigos microbianos de importancia em saude publica, como é o caso
de Salmonella sp., patdgeno de grande destaque na ocorréncia de surtos de origem
alimentar em todo o mundo, sendo que as medidas de controle devem se dar nas
diversas etapas de produgao (CHEN et al., 2013; CRUMP et al., 2015; ANTUNES et
al., 2016).

Atualmente a comercializagao da carne de aves enfrenta barreiras sanitarias
internacionais rigorosas a fim de garantir a auséncia desse patdégeno no produto
final, tornando-se um fator decisivo para sequéncia das exportacdes. Dessa forma a
permanéncia de Salmonella no ambiente, nas matérias primas e no produto final
assume um papel de grande importancia na saude publica mundial (KOTTWITZ et
al., 2013; GURAN et al., 2017).

Salmonella sp. possui capacidade de sobreviver em condi¢gdes ambientais
desfavoraveis e pode ser encontrada em toda a cadeia produtiva de aves. A
transmissao na granja pode ocorrer de diversas formas, permanecendo no ambiente
por um grande periodo, o que favorece a contaminagao dos lotes seguintes. Depois
de infectadas as aves, passam a excretar a Salmonella pelas fezes aumentando o
numero de bactérias eliminadas no ambiente. A bactéria ainda pode se disseminar
durante o transporte, o abate e processamento tecnoldgico contaminando o produto
final (FORSHELL; WIERUP, 2006; ANTUNES et al., 2016).

Dada a importancia e a estreita relacdo que Salmonella tem com a cadeia
produtiva de frangos de corte é fundamental o monitoramento constante da
ocorréncia em estudos horizontais de contaminagdo. O objetivo deste trabalho foi
investigar os sorotipos, a similaridade genética e o perfil de resisténcia a antibi6ticos
de Salmonella spp. isolada nas diferentes etapas da linha de abate e processamento
de frangos de corte e de amostras comerciais de estabelecimento habilitado a

exportacao localizado no Estado do Parana.
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Amostragem

A amostragem foi realiza em um abatedouro-frigorifico de aves de grande
porte com abate médio de 330 mil frangos/dia, dois turnos de trabalho, com linhas
automaticas de evisceracdo e cortes, localizado no estado do Parana, fiscalizado
pelo Servico de Inspecao Federal, habilitado ao mercado externo para destinos
como Unido Europeia, China, Russia, Japao e Africa do Sul.

Entre setembro de 2014 e agosto de 2015, a partir de um estudo prévio
(DIANIN, 2016), foram realizadas 10 coletas ao longo da linha de abate, nas etapas
de recepgao das aves, abate e processamento. O objetivo foi isolar Salmonella sp.
de amostras de gaiolas de transporte das aves, carcagas nas etapas apos
depenagem, apos evisceragao e apos pré-resfriamento, produtos finais (coxa, asa e
peito), mesas e facas utilizadas para manipulagdo do produto e maos dos
manipuladores.

A partir deste estudo foram obtidas 125 culturas de Salmonella sp. As
analises realizadas foram sorotipificagdo, eletroforese em gel de campo pulsado
(PFGE), verificagao do perfil de resisténcia a antibidticos e a producado de enzimas
beta-lactamases de espectro estendido (ESBL). Adicionalmente foram avaliados no
PFGE 10 isolados obtidos no Parana a partir de amostras do comércio varejista
(PERIN, 2017).

4.2.2 Sorotipificacao

A caracterizagao de 125 culturas de Salmonella sp. com base nos antigenos
somaticos (O) e flagelares (H) de acordo com o sistema Kauffmann-White foi
realizada pelo Laboratério de Enterobactérias (Labent) do Instituto Oswaldo Cruz,

Rio de Janeiro.
4.2.3 Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE)
A PFGE foi realizada segundo protocolo descrito por Ribot et al. (2006) com

a 124 culturas de Salmonella da presente pesquisa (um dos isolados nao foi

utilizado), e também comparando com outros 10 isolados obtidos no Parana a partir
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de amostras de corte congelados de frango obtido no comércio varejista (PERIN,
2017).

Os isolados de Salmonella sp. foram inoculados em caldo BHI e incubados a
37°C por 24 horas. Apos esse periodo, ajustou-se a densidade optica de cada caldo
para aproximadamente 1 (A=610nm) e uma aliquota de 400ul da suspenséo ajustada
foi transferida para microtubo e centrifugada a 20.000 x G, o sobrenadante foi
descartado e o pellet tratado com proteinase K para homogeneizar com seake gold
agarose 1% e formar os plugs, estes foram adicionados a solugao de cell lysis buffer
e depois lavados com agua mili Q e TE buffer. Para a digestao enzimatica, cerca de
1/3 do plug original foi seccionado e depositado em microtubos de 1,5 ml contendo
200 pl de buffer e 50 U da enzima Xbal (NewEngland Biolabs, Inc.), seguido de
incubacgédo a 37°C por 2 horas.

O DNA digerido foi separado em equipamento CHEF-DRIII (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, EUA) utilizando o protocolo de um bloco com inital
switch time de 2,2s, final switch time de 63,8s, voltagem de 6 V/cm, angulo de 120° e
tempo de corrida de 16 horas. O tampao de corrida utilizado foi o TBE 0,5X e a
temperatura durante a corrida do gel foi mantida em 14°C. Como marcador de peso
molecular foi utilizada a cepa de Salmonella enterica subsp. enterica sorovar
Braenderup (ATCC® BAA- 664™). Os géis foram corados com intercalante UniSafe
Dye Nucleic Acid Staining Solution (Uniscience Corporation, Miami, USA) em banho
de imerséo de 30 minutos. Em seguida, cada gel foi submetido a trés lavagens com
agua destilada, de 20 minutos cada, e entdo visualizado em transiluminador sob luz
ultravioleta.

Os padroes de restricdo obtidos por PFGE foram analisados usando o
software BioNumerics versdo 7.6 (Applied-Maths, Kortrijk, Belgium). Para gerar o
dendograma, o padrdo de bandas foi comparado usando o coeficiente de
similaridade de Dice, com tolerancia de 5%, e analise de clusters UPGMA
(Unweighed Pair Group Method Using Arithmetic Average).

Para interpretacdo dos resultados, perfis com similaridade 290% foram
considerados semelhantes e aqueles com similaridade de 100% foram considerados

perfis clonais.
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4.2 .4 Perfil de Resisténcia a Antibidticos

Os isolados de Salmonella sp. foram submetidos a avaliagdo de
suscetibilidade aos antibiéticos de acordo com as normas M31-A3 (CLSI, 2008) e
M100-S23 (CLSI, 2013) do Clinical Laboratory Standards Institute para disco-difusao
em agar. Como controle foi utilizada uma cepa de Escherichia coli ATCC® 25922.

Cada um dos 125 isolados foi testado frente a 6 classes de antibidticos: (1)
Beta-lactamicos: Ampicilina — AMP (10ug), Cefepime — CPM (30 ug), Ceftriaxone —
CRO (30 ug), Meropenem — MER (10 ug), Imipenem — IPM (10 pg), Aztreonam —
ATM (30 pg) e Amoxicilina com Acido Clavulanico — AMC (20/10 pg); (2)
Aminoglicosideos: Gentamicina — GEN (10 ug), Amicacina — AMI (30 ug) e
Tobramicina —TOB (10 ug); (3) Tetraciclinas: Tetraciclina — TET (30 ug) e Doxiciclina
— DOX (30 pg); (4) Quinolonas: Acido Nalidixico — NAL (30 pg) e Ciprofloxacina —
CIP (5 ug); (5) Inibidores do Folato: Sulfametoxazol com Trimetoprim — SUT
(23,75/1,25 ug); (6) Cloranfenicol: CLO (30 ug) (Cecon®).

4.2.5 Produgao de Enzimas ESBL

Apds o teste de suscetibilidade aos antimicrobianos, os isolados que
apresentaram resisténcia ou resisténcia intermediaria a um ou ambos agentes
ceftazidime e cefotaxime, foram testados para produgao de enzimas ESBL, por meio
do método de disco-difusdo dupla (EUCAST, 2013). Para isso, foi aplicado um disco
central contendo a combinagdo de amoxicilina com acido clavulanico - AMC (20/10
ug) (Cecon®). Em um raio de 20mm a partir do disco central foram aplicados trés
discos, dois de cefalosporinas de terceira geragao (ceftazidime — CAZ — 30 ug e
cefotaxime — CTX — 30 ug) e uma cefalosporina de quarta geragéo (cefepime — CPM
— 30 ug). O controle do teste foi realizado com uma cepa de Escherichia coli ATCC®
25922.

Foram considerados positivos para producao de enzimas ESBL os isolados
de Salmonella sp. que apresentaram zonas de inibicdo em torno de qualquer
cefalosporina aumentadas na direcdo do disco central contendo amoxicilina com
acido clavulanico (20/10 pg) (EUCAST, 2013).
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Sorotipificacao e Perfil de Macrorrestricao dos Isolados

Dentre os 125 isolados avaliados foram identificados trés sorotipos
diferentes, sendo que a maior ocorréncia foi de Salmonella Heidelberg com 123
isolados, seguido de Salmonella Abony e Salmonella O:4,5 um isolado de cada,
mostrando a predominancia indiscutivel de S. Heidelberg (98,4%) tendo sido
encontrada em todas os pontos de coleta no abatedouro frigorifico do estudo

(Tabela 1).

TABELA 1. SOROTIPOS DE Salmonella IDENTIFICADOS NA LINHA DE ABATE E
PROCESSAMNETO DE FRANGO DE CORTE DE ACORDO COM A ETAPA DE COLETA.

. Salmonella )
Etapa Ponto de coleta Nume_ro de Heidelberg Sa/monil/a Sa/monaoel/a 0:4,5
cultivos (%) Abony (%) (%)
Recepgéo Gaiola 8 7 (87,5%) 0 1(12,5%)
Carcaca apos 24 23 (95,8%) 1(4,2%) 0
depenagem
Abate Carcaca ap6s 32 32 (100%) 0 0
evisceragao
Carcaca apos
pré-resfriamento 36 36 (100%) 0 0
Mesa 2 2 (100%) 0 0
Faca 2 2 (100%) 0 0
Mao 1 1 (100%) 0 0
Processamento
Peito 7 7 (100%) 0 0
Coxa 7 7 (100%) 0 0
Asa 6 6 (100%) 0 0
Total 125 123 (98,4%) 1(0,8%) 1(0,8%)

FONTE: A autora (2017)

Salmonella Enteritidis n&o foi isolada em nenhuma amostra do
estabelecimento, diferente dos dados oficiais do Programa Nacional de
Monitoramento da Prevaléncia e da Resisténcia Bacteriana em Frango (PREBAF),
publicados por Medeiros et al. (2011), que mostraram os sorotipos mais prevalentes

em carcaga de frango no Brasil, entre 2004 e 2006, Enteritidis, Infantis, Typhimurium



31

e Heidelberg, sendo S. Enteritidis como responsavel por quase a metade dos
sorotipos nacionais identificados pelo PREBAF.

Do total dos 125 isolados a presenga de S. Heidelberg foi observada em
98,4% dos isolados. Existe uma grande variagao dos sorotipos de Salmonella sp.
isolados ao longo do tempo. Até o inicio dos anos 2000, S. Enteritidis era o principal
sorotipo encontrado em amostras de carne de frango, com percentuais préximos a
60%, quando comparado aos demais sorotipos (SANTOS et al., 2000). Nos anos
seguintes, a ocorréncia de S. Enteritidis em amostras biolégicas de frango caiu de
77% em 2006 para 9% em 2010, enquanto que a ocorréncia dos demais sorotipos
aumentou de 23% para 91% no mesmo periodo (KOTTWITZ et al., 2013).

Outros estudos realizados apds este periodo, com amostras de aviarios de
frango de corte e abatedouro, também nao identificaram S. Enteritidis em seus
isolados (VOSS-RECH et al., 2015; MION et al.,, 2016). Esse comportamento
provavelmente é reflexo da implantagdo de Programas Nacionais de Controle de
Salmonella sp., especialmente do PNSA, que determinou o abate de matrizes
portadoras de S. Pulorum e S. Galinarum e a vacinacao dos lotes de aves
reprodutoras com vacinas inativadas para S. Enteritidis (BRASIL, 2003). As
estratégias de vacinagdo podem ter contribuido na redugcédo da prevaléncia desse
sorotipo em frangos de corte e aumentado os problemas causados por novos
sorotipos que encontraram condi¢cdes favoraveis para sua manutencdo no ambiente
de criagdo avicola (CHAMBERS, 2002; GAST, 2007).

No Brasil, o primeiro isolamento de S. Heidelberg em aves ocorreu em 1982,
no estado de Santa Catarina, devendo ser considerada a hipétese de infecgdes em
pintos de um dia, importados dos EUA. Porém, este fato ndo mostrou importancia
epidemiologica (HOFER; SILVA FILHO; REIS, 1997). De 1950 a 1990, um total de
45.862 cepas foram identificadas no Instituto Adolfo Lutz e até o ano de 1966 nao
havia prevaléncia significativa de qualquer sorotipo. A partir do ano de 1968 houve
um aumento de S. Typhimurium em isolados de origem humana e ndo humana,
tornando-se importante nas décadas seguintes. Entre os anos de 1993 e 1995
constatou-se um aumento expressivo nos isolamentos de S. Enteritidis associado a
ocorréncias de surtos de enfermidades transmitidas por alimentos. Neste periodo S.

Enteritidis foi também o sorotipo mais prevalente em materiais de origem nao
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humano como ovos, aves e meio ambiente (TAUNAY et al., 1996; TAVECCHIO et
al., 1996).

No ano de 2006, Moreira et al. (2008) analisaram 363 amostras de carcagas
de frango produzidas e comercializadas no estado de Goias. Foram encontrados 11
diferentes sorotipos, com predominio da S. Albany com 25% e S. Enteritidis com
13,5%. No mesmo ano Cortez et al. (2006) analisaram 288 amostras de um
abatedouro do estado de Sao Paulo, onde identificaram 9 sorotipos, sendo que se
destacaram S. Kentucky 34,5%, S. Enteritidis 20,8% e S. Anatum 13,8% dos
isolados. Em ambos estudos S. Heidelberg n&o foi isolada.

Mais recentemente em outros dois estudos realizados também no estado do
Parana, S. Heidelberg foi isolada em granjas avicolas entre os anos de 2010 e 2011
(12,82% do total de isolados) e em cortes congelados de frango entre 2015 e 2016
(39% do total de isolados) sendo o primeiro e 0 segundo sorotipo mais frequentes
nestes estudos, respectivamente. Evidenciando um aumento expressivo de S.
Heidelberg nos ultimos anos (PANDINI, et al., 2014; PERIN, 2017).

Mas nao é sé no Brasil que S. Heidelberg tem apresentado destaque nos
isolados obtidos em carne de frango. Estudos realizados na América do Norte tém
demonstrado grande importancia, tendo sido considerado um dos cinco sorotipos
mais importantes associado a toxi-infeccdo em seres humanos, causando desde
diarreia leve até doengas sistémicas graves, uma vez que S. Heidelberg tende a
causar infecgdes mais invasivas quando comparados a outros sorotipos. Desta
forma apresentando aspectos relevantes em saude publica (CURRIE et al., 2005;
CHITTICK et al., 2006; CDC, 2006; FOLEY; LYNNE, 2008; ZHAO et al., 2008;
GURAN et al., 2017).

O fato de S. Heidelberg ter aumentado sua ocorréncia nos ultimos anos,
aumentando sua prevaléncia em relacdo a outros sorotipos de Salmonella, pode
estar relacionado em particular com a sua alta capacidade de adaptacdo ao
ambiente, podendo permanecer viavel por longos periodos nos galpdes. Além disso,
pode-se destacar algumas caracteristicas como a capacidade invasiva, facilidade na
formacdo de biofilmes e resisténcia a pH extremos, o que contribuiu na sua
perpetuacdo no ambiente em toda a cadeia avicola (RODRIGUES et al., 2009;
RAGHIANTE et al., 2010; TOZZO et al., 2017).
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A avaliacao dos perfis de macrorrestricdo dos isolados de Salmonella sp. foi
composta pelos 124 isolados da linha de abate e processamento juntamente com os
10 isolados de amostras adquiridas no comércio (FIGURA 1). Nesta figura, ao lado
de cada sorotipo estdo destacados o ponto de coleta e o perfil de resisténcia aos
antibioticos. Ao total, foram obtidos 60 pulsotipos sendo 59 deles distribuidos em
quatro clusters (considerando uma similaridade de 90%) e um isolado, que nao
formou cluster, pertencente ao sorotipo S. Heidelberg isolado de amostra de asa. A
opgao de comparar os resultados obtidos de amostras do comércio varejista foi no
sentido de verificar a epidemiologia de Salmonella desde a industria até a
comercializacdo. Deste modo, os 10 isolados de amostras de comércio foram de
produtos de dois abatedouros-frigorificos, da mesma empresa onde foi feita a
avaliacao no processamento.

O cluster 1 foi composto somente por S. Heidelberg, com 11 isolados e 8
pulsotipos, entre os isolados, 4 apresentaram similaridade de 100%, incluindo
carcacas da linha de abate e um corte proveniente do processamento, observou-se
ainda similaridade maior que 95% entre a cepa 35, faca utilizada no processo, com a
cepa 10-A, corte (coxinha da asa) originario do varejo.

O cluster 2 apresentou 56 isolados e 27 pulsotipos em sua maioria S.
Heidelberg exceto por um isolado de S. enterica subsp. enterica O:4,5. Foi composto
por cepas originadas da linha de abate e processamento, n&o incluindo cepa alguma
originaria de amostras do comércio varejista. Neste cluster observaram-se inumeros
isolados de S. Heidelberg apresentando 100% de similaridade, incluindo isolados
oriundos de carcacgas da linha de abate, cortes da linha de processamento, mesas
de manipulagdo e mao de funcionario evidenciando uma fonte comum de
contaminagdo e a disseminagcdo horizontal desse patégeno. Cabe destaque as
cepas 22 (mesa) e 84 (asa) clone das cepas 01, 05, 17, 31 e 32 (carcagas). Também
a cepa 36 (mesa) clone da cepa 07 (mado), 18, 53 e 68 (asa, coxa e peito,
respectivamente) mostrando a ampla disseminagéo na relagdo ambiente, produto e
humano.

No cluster 3, os 33 isolados revelaram 11 pulsotipos que foram em sua
maior parte de S. Heidelberg além de 4 isolados de S. Typhimurium. Foi mesclado
por isolados originarios de amostras da linha de abate e processamento e cortes

adquiridos no comércio varejista. Neste cluster foram agrupados oito dos 10 isolados
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de origem em amostras obtidas no comércio varejista. Entre os 100% de
similaridade, cabe destaque ao isolado do varejo 08-A (filé de peito) que foi clone de
sete isolados, oriundos de amostras de gaiola (86), cortes (85) e carcagas durante o
processo (65, 87, 91, 111, 39). Destacou-se também a cepa 54 (asa) clone das
cepas 55 e 71 de origem nas gaiolas de transporte de aves vivas, mostrando a
influéncia do campo na contaminacdo do ambiente industrial e aos cortes
produzidos. A cepa do varejo 02-A (frango a passarinho) com 100% de similaridade
das cepas 82 (carcaca) e 94 (asa). Enfase também ao periodo de obtengdo dos
isolados onde as amostras do varejo foram coletadas e analisadas no periodo de
agosto de 2015 a fevereiro de 2016. Diferentemente dos isolados da industria,
provenientes de coletas distribuidas ao longo do periodo de setembro de 2014 a
agosto de 2015 com aves oriundas de diferentes granjas conforme demonstrado na
FIGURA 1. Estes achados permitem afirmar que ha uma perpetuacao de clones
selecionados e que se mantém na cadeia produtiva por periodos prolongados,
sendo que aqueles isolados caracterizados como de S. Heidelberg demonstraram a

permanéncia no ambiente em periodos superiores a um ano.

FIGURA 1 — PERIODO DE OBTENGAO DOS ISOLADOS DA INDUSTRIA E DO VAREJO.

Obtengéo dos Isolados da Industria
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FONTE: A autora (2017)

O cluster 4, com 32 isolados e 13 pulsotipos, foi constituido pelos sorotipos
Heidelberg, Abony e Schwarzengrund. Da mesma forma, este cluster apresentou
isolados provenientes de carcacas, cortes da linha de abate e processamento e
gaiolas de transporte de aves apresentando 100% de similaridade genética entre
eles. Neste cluster também foi confirmada a disseminacdo de isolados clonais

oriundo de gaiolas para carcagas em processamento e cortes finais.



FIGURA 2 — DENDOGRAMA OBTIDO POR MEIO DE PFGE, INDICANDO A RELAGAO GENETICA, SOROTIPO

PERTENCENTE E PERFIL DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS.
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Os dados deste estudo foram parecidos com os resultados obtidos por Dias
et al. (2016), analisando amostras de diferentes etapas de dois abatedouros de aves
localizados no estado de Minas Gerais, onde os isolados obtidos no abate e
processamento apresentaram perfis genéticos idénticos a isolados obtidos na
recepcao de aves. Isolados obtidos de diferentes lotes também apresentaram perfis
idénticos. No trabalho realizado por Perin (2017), observou-se a presencga de perfis
clonais idénticos em varias regides do Parana, indicando a circulagédo da mesma
cepa de Salmonella sp. entre as diferentes localidades do estado.

Estudos rastrearam as rotas de contaminagdo de Salmonella sp. nas
diversas etapas da cadeia produtiva de aves. No geral, os resultados destes
estudos, citados a seguir, demonstraram que houve uma persisténcia de clones por
longos periodos, entretanto alguns deles indicaram também uma grande
variabilidade entre as culturas, Chen et al. (2011) demonstraram a permanéncia de
Salmonella sp. por mais de seis anos em uma cadeia de produgcdao de carne de
frango, através da andlise de PFGE.

Outros estudos também observaram perfis genéticos idénticos de
Salmonella sp. isolados em granjas, incubatérios e carcagas obtidas na industria,
reforcando a importancia da criacdo como fonte de contaminagdo para o produto
final, assim como se conceitua em termos “from farm to fork”, mostrando a
necessidade de cuidados em toda a cadeia produtiva (LEE et al., 2007; NI et al.,
2017).

Voss-Rech et al. (2015), em granjas de frango de corte dos estados de
Santa Catarina, Parana e Mato Grosso do Sul, observaram uma alta variabilidade
genética dos isolados de Salmonella, sugerindo que o micro-organismo entrou nas
granjas através de fontes de contaminacdo distintas. A diversidade genética dos
isolados obtidos em granjas de aves da Coreia, e sua disseminagao na industria
também foi observado por Kim et al. (2007). Da mesma forma, no estudo realizado
por Clotheier e Byrne (2016), no estado da Califérnia, EUA, com 49 isolados de S.
Heidelberg encontrou uma alta diversidade genética.

Em avaliacbes realizadas com S. Heidelberg foi observado que alta
semelhanga nos perfis genéticos, nao refletiu necessariamente na semelhanga em
caracteristicas fenotipicas importantes, como por exemplo, a resisténcia

antimicrobiana, que poderiam estar associadas principalmente ao material genético
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extra cromossdmico e atribuidos a transferéncia de plasmideos (ANDRYSIAK et al.,
2008; NISAR et al., 2017). Torpdahl et al, (2005) utilizaram 110 isolados de 25
sorotipos, originarios de seres humanos, que a analise genotipica por PFGE gerarou
agrupamentos semelhantes correspondendo ao sorotipo.

Observou-se ainda, através da FIGURA 2, o isolado de numero 70, amostra
de corte de frango, sorotipo Heidelberg, apresentou MR a 4 classes de
antimicrobianos, nao produtor de ESBL, que constituiu um unico pulsotipo com
similaridade menor que 75% em relacdo aos demais clusters. Na FIGURA 3 é
possivel observar as bandas formadas por este isolado que estiveram posicionadas
entre o peso molecular 310.1 e 20.5, demonstrando padrées de bandas e perfil
genético distintos, este fato destaca a relevancia de outras fontes de contaminacgao,
as quais podem chegar até o produto final.

FIGURA 3 - FOTO DO GEL DEMOSTRANDO A FORMACAO DAS BANDAS DA AMOSTRA 70 EM
RELACAO AOS MARCADORES E AS DEMAIS ISOLADOS DE HEIDELBERG DO MESMO GEL.
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[ Isolado numero 70.
FONTE: A autora (2017)
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Salmonella é encontrada em toda a cadeia produtiva das aves colonizando o
trato digestério das aves vivas durante a criagdo permanecendo até o momento do
abate, contaminando o produto final. Esta situacdo € um fator problematico para a
industria avicola e de processamento de carne, ja que o patdégeno pode ser
transferido para carcagas durante o processamento tecnoldgico, tornando-se um
risco para a saude publica (REZENDE et al., 2008; ANTUNES et al., 2016).

4.3.2 Resisténcia a Antimicrobianos

Todos os 125 isolados testados foram resistentes a pelo menos duas
classes de antimicrobianos, sendo que 121 (96,8%) se apresentaram
multirresistentes (MR), ou seja, resistente a pelo menos 3 classes de
antimicrobianos, conforme descrito na TABELA 2.

Esses dados demonstraram MR superiores aos trabalhos realizados
recentemente. Em avaliagbes com cepas obtidas no ambiente de abatedouro e
granjas de frango de corte também no estado do Parana, foram identificados 86%
dos isolados com fendtipo MR (ZIECH et al. 2016; PERIN, 2017). Ja o trabalho de
Pandini et al. (2014) demonstrou MR em 25% das amostras de swab de arrasto em
granjas de frango de corte. No entanto, o sorotipo Heildelberg foi o que apresentou
maior indice de multipla resisténcia.

Também foi demonstrado por Medeiros et al. (2011) a partir de amostras de
15 estados brasileiros, todos os isolados resistentes a pelo menos uma classe de
antimicrobianos e 53,2% com resisténcia a trés ou mais classes, sendo que os 16
isolados de S. Heidelberg demonstraram 100% de resisténcia a multiplos
antibidticos. O perfil de resisténcia da S. Heidelberg geralmente inclui altos indices
de resisténcia ao ceftiofur, o qual esta altamente correlacionado com as resisténcias
a ampicilina, amoxicilina-clavulanato e ceftriaxona. O aumento da resisténcia as
cefalosporinas de amplo espectro € significativo para a saude publica, ja que séo
medicamentos de primeira escolha para o tratamento de formas graves de
salmonelose (PUBLIC HEALTH AGENCY OF CANADA, 2005; DUTIL et al. 2010;
NEVES et al.,, 2016; NISAR et al., 2017). Neste estudo foi possivel observar

elevados niveis de resisténcia a essas drogas.
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TABELA 2. RESISTENCIA DOS ISOLADOS DE Salmonella sp. FRENTE AS CLASSES DE
ANTIMICROBIANOS TESTADOS.

NUMERO DE NUMERO DE CLASSES
CLASSE DE ANTIMICROBIANOS ISOLADOS % COM RESISTENCIA

Tetraciclinas, Quinolonas 4 3,2 2

Aminoglicosideos,
Tetraciclinas, Quinolonas, 1 0,8
Inibidores do Folato

Beta-lactamicos, Tetraciclinas,
Quinolonas, Inibidores do 7 5,6
Folato 4

Beta-lactamicos, Tetraciclinas,
Quinolonas, Cloranfenicol

Beta-lactamicos,
Aminoglicosideos, 42 33,6
Tetraciclinas, Quinolonas

Beta-lactamicos,
Aminoglicosideos,
Tetraciclinas, Quinolonas, 4 3,2 6
Inibidores do Folato,
Cloranfenicol

FONTE: A autora (2017)
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Neves et al. (2016) avaliaram o perfil de resisténcia antimicrobiana da S.
Heidelberg e realizaram uma comparagdo com isolados de S. Typhimurium e S.
Enteritidis, utilizando amostras de granjas e abatedouros dos estados do Paran3,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Os resultados mostraram um maior percentual
de resisténcia da S. Heidelberg em relagdo aos outros dois sorotipos, demostrando
um maior potencial para transmissdo de genes de resisténcia. Mion et al. (2014)
também identificaram a progressdo da resisténcia de S. Heidelberg isolada em
abatedouros de aves do estado do Rio Grande do Sul entre os anos de 2005 e 2009.

Globalmente, a resisténcia de Salmonella sp. isolada de alimentos de
origem animal aos antimicrobianos, sobretudo em aves, parece estar aumentando
(ANTUNES et al. 2003; HUR et al. 2011; FRYE E JACKSON, 2013). O uso
descontrolado dos agentes antimicrobianos na produgéo animal, de forma profilatica,
terapéutica ou como promotores de crescimento € uma das provaveis causas da
emergéncia de cepas de Salmonella sp. resistentes (ANTUNES et al., 2003; SILVA
e LINCOPAN, 2012).

No presente estudo foram observados altos indices de resisténcia dos
isolados para tetraciclina, doxiciclina e acido nalidixico (100%), ampicilina (86,4%),
amoxicilina com &cido clavulanico (80,8%), cefotaxine (80%), aztreonam e
ceftriaxone (76%), ceftazidime (74,4%), tobramicina e gentamicina (62,4%) (TABELA
3). Resultados préximos foram relatados no Brasil por Ribeiro et al. (2011),
encontrando 90% dos isolados de Salmonella sp. resistentes a tetraciclina, 70% ao
acido nalidixico e 60% a ampicilina. Na China, Yang et al. (2013) também
descreveram percentuais elevados de Salmonella sp. resistente a esses trés
antimicrobianos, evidenciando a disseminagao global de cepas resistentes.

Durante muitos anos o acido nalidixico foi utilizado na criacdo de aves no
Brasil (SEYFARTH et al., 1997). A obtencgéo de resisténcia a quinolonas foi relatada
como sendo um processo multifatorial, que inclui entre as possibilidades as
mutacdes e a resisténcia mediada por plasmideos (CRUMP, et al., 2011; PIDDOCK,
2002).

A pesar do uso de tetraciclina como aditivo na alimentagdo animal ser
proibido no Brasil desde 1992, ele ainda é utilizado como terapéutico, além disso,
este antibidtico foi um dos primeiros adotados para uso na produgdo animal,

evidenciando que o uso continuo das tetraciclinas tem aumentado os indices de



41

resisténcia a este antibidtico e tornando mais restritas as opcdes terapéuticas
disponiveis (BRASIL, 1992; MUHAMMAD, et al. 2010)

Para o cloranfenicol, os dados se assemelham ao trabalho de Pandini et al.
(2014) onde somente o sorotipo S. Heidelberg apresentou resisténcia. Em outro
trabalho, realizado por Nisar et al. (2017), identificaram 9% dos isolados de
Heidelberg resistentes a esta droga. Este € um dos primeiros medicamentos
utilizados na medicina veterinaria e sua utilizagdo em animais de produgao foi
proibida desde 1998 (BRASIL, 1998).

Todos os isolados foram sensiveis aos carbapenémicos (meropenem, MER
e imipenem, IPM) essa informagcdo de sensibilidade aos carbapenémicos é
importante, pois esses antimicrobianos sdao os de primeira escolha para combater
infecgbes causadas por micro-organismo produtores de enzimas ESBL (ZHANEL et
al., 2007; VARDAKAS et al., 2012).

TABELA 3. PERCENTUAL DE ISOLADOS DE SALMONELLA SP. RESISTENTES A CADA AGENTE
ANTIMICROBIANO TESTADO.

100 - 00 00 00

90 864

80,8 80
80 - 76 76 74,4

70 1 62,4 62,4
60 -

50 -
40 - 36

30 -
18,4
20 - 12
10 - 6,4
0 0 0,8

O .
AMP CPM CRO MER IPM ATM AMC CAZ CTX GEN AMI TOB TET DOX NAL CIP SUT CLO

B % de isolados resistentes

Cepas que apresentaram resisténcia intermediaria foram classificadas como resistentes.
AMP: Ampicilina; CPM: Cefepime; CRO: Ceftriaxone; MER: Meropenem; IPM: Imipenem; ATM:
Aztreonam; AMC: Amoxicilina com Acido Clavulanico; CAZ: Ceftazidime; CTX: Cefotaxime; GEN:
Gentamicina; AMI: Amicacina; TOB: Tobramicina; TET: Tetraciclina; DOX: Doxiciclina; NAL: Acido
Nalidixico; CIP: Ciprofloxacina; SUT: Sulfametoxazol com Trimetoprim; CLO: Cloranfenicol.
FONTE: A autora (2017)
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Dos 125 isolados, 94 apresentaram resisténcia a ceftazidime ou ao cefotaxime
ou a ambos. Sendo submetidos a teste para produgao de enzimas ESBL, sendo
que, 24 isolados apresentaram padrao fenotipico compativel com a producao dessas
enzimas, representando percentual de 19,2% dos isolados. Nesses isolados que
apresentaram resultado positivo para a producdo de ESBL, 23 pertenciam ao
sorotipo Heidelberg e uma ao sorotipo Abony.

No trabalho realizado por Ziech et al. (2016) a atividade ESBL foi detectada em
45% das cepas. Das cepas positivas para a producdo ESBL, o perfil de resisténcia
mais frequente foi para beta-lactdmicos, quinolonas e tetraciclinas (38/44). Genes
responsaveis pela expressao das enzimas ESBL, tem sido relatados no Brasil, como
0 gene blacrx.m € 0 gene blaregy inclusive a associagao entre os dois (PERIN, 2017;
SILVA; LINCOPAN, 2012; PEIRANO et al., 2006). Shahada et al. (2010) realizaram
caracterizacdo molecular de isolados de Salmonella sp. com fendtipo
multirresistente, o principal resultado foi a presenga de 32 cepas portadoras do gene
blarey responsavel pela resisténcia a ampicilina, cefalotina, ceftazidime e
cefotaxime.

Alguns estudos reproduziram experimentalmente a transferéncia de genes de
resisténcia entre sorotipos de Salmonella e outras bactérias através de plasmideos
conjugativos. Alguns grupos de plasmideos sa&o muito prevalentes em
enterobactérias aparecendo junto com genes de resisténcia (CARATTOLI, 2011).
Um exemplo disso é a presencga repetida de genes de beta-lactamase no género
Salmonella, que confere a resisténcia as classes dos beta-lactamicos (ZIOGA et al.,
2008; SHAHADA et al., 2010). Diversos isolados de Salmonella multirresistente
possuem plasmideos contendo diferentes elementos genéticos, importantes na
disperséo dessa caracteristica entre as cepas (FOLEY; LYNNE, 2008).

Frente ao constante uso de drogas antimicrobianas, as bactérias sao capazes
de desenvolver alternativas para que seja garantida a sua sobrevivéncia e das
geragbes seguintes, adquirindo o perfil de resisténcia a agado desses farmacos
(MOREIRA et al., 2013).

Neste estudo foi possivel observar que as cepas demonstraram um grau
preocupante de MR aos antimicrobianos. O que pode dificultar o tratamento de
samonelose em aves e humanos. O sorotipo Heidelberg confirmou um alto nivel de

resisténcia a antibidticos, diminuindo as op¢des para o controle durante as etapas de
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criacao das aves, podendo comprometer a qualidade microbiolégica do produto final.
Faz-se necessario uma avaliacdo a respeito da conduta para utilizacdo de

antibidticos na producao animal.
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4.4 CONCLUSAO

Ha circulacéo de perfis clonais de Salmonella sorotipo Heidelberg desde a
criagcdo das aves até os produtos finais expostos a venda, os mesmos clones se
mantiveram circulantes por um periodo de 18 meses, mostrando a ampla
disseminagao horizontal e a grande adaptacdo e persisténcia deste sorotipo a
cadeia de frangos de corte, indicando a necessidade de medidas de controle mais
rigorosas na criagao das aves e no abate e processamento, a fim de reduzir a
perpetuacado de Salmonella.

Foram identificados altos indices de multirresisténcia e presenca de culturas
produtoras de ESBL, mostrando que S. Heidelberg € um grande desafio com relagao
a resisténcia antimicrobiana, demonstrando a necessidade de que as estratégias
para a utilizagdo racional de antibiéticos em aves sejam constantemente revisadas e
monitoradas.

Ndo houve identificagdo de S. Enteritidis e S. Typhimurium, micro-
organismos de grande relevancia em saude publica, alvos de programas de controle
oficiais, mostrando bons resultados dos programas de controle especificamente para

estes sorotipos na cadeia produtiva de aves.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Os dados obtidos neste trabalho demonstraram a predomindncia de S.
Heidelberg na linha de abate e processamento de frangos de corte, mostrando uma
grande variagado dos sorotipos de Salmonella isolados ao longo do tempo, com a
emergéncia de S. Heidelberg fato preocupante, j4 que pode causar infecgdes
invasivas em humanos.

Com base nos resultados do PFGE, pode-se concluir que ha circulacdo de
perfis clonais de Salmonella sorotipo Heidelberg desde a criagdo das aves até os
produtos finais expostos a venda, os mesmos clones se mantiveram circulantes por
um periodo superior a um ano mostrando a ampla disseminagado horizontal e a
grande adaptacdo e persisténcia deste sorotipo a cadeia de frangos de corte,
indicando a necessidade de medidas de controle mais rigorosas na criagao das
aves, a fim de reduzir a perpetuacdo de Salmonella. O recebimento de aves com
presenca de Salmonella na industria € um fator relevante para a inocuidade do
produto final, ja que outros fatores, como aves desuniformes e equipamentos mal
regulados podem aumentar a probabilidade de contaminagao das carcagas durante
0 processo de abate.

Foram identificados altos indices de multirresisténcia e presenca de culturas
produtoras de ESBL, mostrando que S. Heidelberg € um grande desafio com relagao
a resisténcia antimicrobiana, demonstrando a necessidade de que as estratégias
para a utilizagdo racional de antibioéticos em aves sejam constantemente revisadas e
monitoradas, ja& que o abuso na utilizagdo de antibidticos pode contribuir para a
selegdo de micro-organismos resistentes, e a disseminagdo dessa resisténcia de
forma vertical ou horizontal.

Ndo houve identificagdo de S. Enteritidis e S. Typhimurium, micro-
organismos de grande relevancia em saude publica, alvos de programas de controle
oficiais, mostrando bons resultados dos programas de controle especificamente para

estes sorotipos na cadeia produtiva de aves.
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APENDICE 1 - DENDOGRAMA OBTIDO POR MEIO DE PFGE SEPARADO

POR CLUSTER
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Carcara apos evisceragio Salmonella Heidelbarg
Carcaga apos pré-resfr Salmonella Heidelberg
Carcaga aps eviceragio Salmonella Heidelbery
Peity Salmonedla Heidelberg
Carcara apos depenagem Salmoneila Abony
Carcaga apos depenag Salmonela Heidelber
Carcaga apos depenagem Salmonsila Heidelberg
Carcara apds depenagem Salmonalla Heidelberg
Carcara apds evicerapio Salmonalla Heidelberg
Careaga aptsdeperay Saimonel Hedeber
Gaiola Salmonedla Heidelberg
Carcaga apos depenagem Salmonlla Heidelberg
Carcara apds depenagem Salmonlla Heidelberg
Carcaga apos pré-resfriaments  Salmonella Heidelber
Carcata apos pré-resfriaments  Salmonella Heidelberg
Peita Salmaonedla Heidelberg
Asa Salmaonedla Heidelberg
Carcaga apds evisceragio Salmonella Heidelberg
Carcara apds evisceragio Salmonella Heidelberg
Careaga apds depenagem Salmonella Heidelberg
Carcaga apds pré-resfriamento  Salmonella Heidelberg
Gaiola Salmaonella Heidelberg
Carcaga apos eviceragio Salmonalla Heidelberg
Coxa Salmonedla Heidelberg
Varejo frange 3 passarinho Salmonslla Schwarzengrun
Carcaca apos depenagem Salmonella Heidelberg
Carcaca apis eviceragio Salmonella Heidelbery
Carcaga apos evieeragio Salmonella Heidelberg
Carcaga aps evisceragin Salmonella Hedelbery
Faca Salmonedla Heidelberg
Carcaga apls eviceragio Salmonella Hedelberg
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APENDICE 2 - TESTE FENOTIPICO PARA PRESENCA DE ENZIMAS
ESBL EM ISOLADOS DE Salmonella sp.

Isolado de Salmonella Heidelberg positivos para produgao de enzimas ESBL;
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APENDICE 3 - ESTRUTURA ANTIGENICA DOS SOROTIPOS HEIDELBERG,
TYPHIMURIUM, ABONY, SCHWARZENGRUND, SALMONELLA ENTERICA SUBSP

ENTERICA O: 4,5

Antigeno Somatico

Antigenos Flagelares (H)

Sorotipo Grupo B (0:4) Fase 1 Fase 2
Heidelberg 1,4,[5],12 r 1,2
Typhimurium 1,4,[5],12 i 1,2
Abony 1,4,[5),12,27 b e,n,Xx
Schwarzengrund 1,4,12,27 d 1,7
Salmonella enterica 4,[5] Estrutura flagelar ndo detectada

subsp enterica O: 4,5

FONTE: adaptado Institut Pasteur, (2007).
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APENDICE 4 - DIRETRIZES DE SUBMISSAO DE ARTIGOS.

Publico-alvo e Escopo

O publico-alvo da “Foodborne Pathogens and Disease” s&o as comunidades
médica, veterinaria, agricola e de pesquisa. O escopo da “Foodborne Pathogens and
Disease” é abrangente e inclui topicos como: patégenos emergentes de alimentos;
problemas de saude / doencgas causadas por agentes patogénicos transmitidos
pelos alimentos; emergéncia de resisténcia a medicamentos em patdgenos
transmitidos pelos alimentos; métodos e tecnologia para a detecgéo rapida e precisa
de agentes patogénicos transmitidos pelos alimentos; estratégias para destruir ou
controlar patégenos transmitidos por alimentos em ambientes de produgdo e
processamento de alimentos; desenvolvimento de novas estratégias para a
prevengao e controle de doengas de plantas e animais que afetem a seguranca
alimentar; e disseminacdo de materiais educativos inovadores para alimentacédo de
alimentos e patdégenos alimentares. “Foodborne Pathogens and Disease” é uma
revista internacional revisada por pares que publica documentos de pesquisa
originais e comunicagbes curtas sobre novas informagdes importantes sobre
pesquisa de patdégenos transmitidos por alimentos e doengas causadas por

patégenos transmitidos por alimentos.

Autoria

Todos os autores, incluindo os coautores, devem ser responsaveis por uma
parte significativa do manuscrito. Todos os autores e coautores devem ter
participado na redagao do manuscrito, revisa-lo e revisar seu conteudo intelectual e
técnico. Qualquer autor cujo nome aparece em um documento assume

responsabilidade e responsabilidade pelos resultados.

Preparagdo do Manuscrito

Folha de rosto: a pagina de titulo deve incluir os nomes e afiliacées dos
autores, um titulo de aproximadamente 45 caracteres (incluindo espagos) e as
informacdes de contato completas para o autor correspondente.

Resumo: fornecer um resumo estruturado de ndo mais de 300 palavras. O

resumo deve revisar objetivos, materiais, resultados, conclusdes e aplicativos
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importantes de forma tdo concisa quanto possivel. O resumo difunde informacdes
cientificas através de servicos de resumo e € uma conveniéncia para os leitores.

Palavras-chave: inserir palavras-chave ou frases; estes serdo usados para
criar o indice do assunto na “Foodborne Pathogens and Disease”. Na maioria dos
casos, essas palavras-chave devem ser tiradas do titulo.

Texto: organizar o texto da seguinte maneira: Introdugdo (perguntas,
objetivos, razbes para pesquisa e literatura relacionada), Materiais e Métodos,
Resultados, Discussao, Conclusdes, Agradecimentos e Referéncias. No primeiro uso
de um termo, especificar o termo e dar a abreviatura ou sigla entre parénteses,
posteriormente, use a abreviatura. Utilize nomes genéricos para drogas sempre que
possivel. Se vocé deseja usar um nome do medicamento de referéncia, a primeira
vez que aparece, use o home genérico seguido pelo nome de referéncia, fabricante,
cidade e estado entre parénteses. Se os nomes de referéncia forem ser usados,
inclua informag¢des de marca registrada. Os nomes cientificos das espécies devem
aparecer com o género soletrado na integra na primeira ocorréncia e abreviado
posteriormente. Os nomes das familias devem aparecer na primeira ocorréncia de
espécies incomuns. Todos os microrganismos devem ser nomeados por género e
espécie de acordo com a ultima edicdo do Manual de Bergey de Bacteriologia
Determinativa Lippincott, Williams & Wilkens, 9th ed., 1994.

Bacteriologia: o nome do género deve aparecer na integra na primeira vez
que o micro-organismo é citado no resumo, no corpo do artigo e em cada tabela e
legenda de figuras. Posteriormente, o género pode ser abreviado pela primeira inicial
a menos que seja confundido com outros microrganismos citados no artigo, caso em
que cada género deve ser abreviado para usar letras suficientes para evitar
confusdo. Os nomes de todos os microrganismos devem estar em italico. As
designagdes especificas de cepas e numeros devem ser usados quando apropriado.
Os virus devem receber a classificacdo e nomes recomendados pelo Comité
Internacional de Nomenclatura de Virus.

Agradecimentos: o autor deve reconhecer apenas as pessoas e instituicoes
que fizeram contribuigdes significativas para o estudo. Os detalhes das fontes de
financiamento devem ser fornecidos.

Divulgacao do autor: Espera-se que todos os autores divulguem quaisquer

afiliagdes institucionais ou comerciais que possam constituir um conflito de
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interesses em relacdo a publicagdao de um manuscrito. As afiliagcbes institucionais,
conforme indicado na pagina de titulo, devem incluir todas as afiliagbes corporativas
e quaisquer fontes de financiamento que apoiem o trabalho. Outros tipos de
afiliagdo, incluindo consultoria, honorarios, propriedade de acgdes, participacao
patrimonial, acordos sobre patentes ou outros interesses adquiridos devem ser
divulgados na sec¢ao Agradecimentos.

Referéncias: devem ser citadas no texto usando o método de nome/data. A
lista de referéncia no final do trabalho deve ser organizada alfabeticamente por
nome e ano. Fornecer os nomes de todos os autores para cada referéncia. Abreviar
0os nomes dos artigos de acordo com as Fontes de Série do BIOSIS (BIOSIS,
Filadélfia, PA, 2003). Para documentos aceitos ainda nao publicados, a citagdo deve
ser escrita. Se houver referéncias a comunicagdes pessoais ou dados né&o
publicados, cite-os entre parénteses no texto e ndao nas referéncias. Os autores sao
responsaveis pela precisao das referéncias. As referéncias devem ser apresentadas
da seguinte forma:

Citagao de artigos: King JC, Black RE, Doyle MP. Foodborne ilinesses and nutritional
status: A statement from an American Society for Nutritional Sciences Working Group. J Nutr 2000;
130:2613-2617.

Citacao de livros: Oliver DO and Riemann HP. Foodborne Diseases, 2nd edition. San
Diego, CA: Academic Press, 2002.

Capitulo de livro editado: Spoerke DG Jr. Identification of mushroom poisoning. In:

Foodborne Disease Handbook, Volume 2. Hui YH, Sattar SY, Murrell DK, Wai-Kit N, and Stanfield PS
(eds.). New York: Marcel Dekker, 2001, pp. 323-359.

Tabelas: criar cada tabela como um arquivo separado, usar algarismos
arabicos para numerar as tabelas. Os detalhes das condigdes experimentais devem
ser incluidos nas notas de rodapé da tabela. Legendas de tabelas e notas de rodapé

devem ser de dois espacos.

Disponivel em <http://www.liebertpub.com/editorialboard/foodborne-pathogens-and-
disease/108/> acesso em 11 de janeiro de 2018.



