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RESUMO

Nos ultimos anos, a emergéncia de Salmonella Senftenberg no ambiente de granjas de
frango tornou-se causa de preocupacao, pois este sorotipo, além de ser um potencial agente de
paratifo aviario em condigBes de estresse, tem sido associado a diversos casos de infecgdes
humanas. Acredita-se que sua ampla disseminacéo seja resultado da capacidade de formar
biofilmes, resistir a desidratagdo, acidez, temperaturas elevadas e radiagdo, além de
permanecer por longos periodos no ceco das aves, na racdo e no ambiente. Devido a estas
peculiaridades, o controle de Salmonella Senftenberg é um desafio para a avicultura e exige a
adogdo de medidas de controle baseadas no conhecimento das rotas de disseminagdo e na
biologia do micro-organismo. Neste estudo, a disseminagédo de Salmonella Senftenberg em
granjas de frango, localizadas na regido noroeste do estado de S&o Paulo, foi avaliada usando
a tipagem molecular pela técnica de Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE). Os dados
epidemioldgicos foram utilizados como ferramenta auxiliar para a comparagdo dos perfis de
PFGE das cepas. As Salmonella Senftenberg isoladas de ingredientes de ragdo, ambiente de
fabrica de ragdo, aves, ambiente dos aviarios e de animais provenientes dos arredores de
granjas avicolas, apresentaram diferentes identidades genéticas, indicando a transmisséo de

genotipos distintos entre as varias localidades.

Palavras-chave: frango, disseminacéo, Salmonella Senftenberg, PFGE.



ABSTRACT

In the last years, Salmonella Senftenberg has become an emerging pathogen affecting
broiler farm’s environment and figuring many concerns. In addition to be considered as
potential agent of avian paratyphoid under stress conditions, this serotype has been associated
to vast cases of human infections. It is supposed its wide dissemination is due to the capacity
to produce biofilm, resist to dehydration, lower pH, high temperatures and radiation, and
remain for long periods in the bird ceca, feed and environment. Because of these peculiarities,
Salmonella Senftenberg control shows as a challenge for the poultry industry and requires the
adoption of many procedures based on understanding its dissemination routes and biological
cycle. In this study, Salmonella Senftenberg spread in broiler farms located in the
northwestern part of Sdo Paulo State was assessed using molecular typing by PFGE. The
epidemiology data was used as an extra tool for strain comparison. Salmonella Senftenberg
isolated from feed ingredients, feed mill environment, birds, poultry houses and wildlife
surround poultry facilities, showed different genetic identities, indicating transmission of

different genotypes between various locations.

Keywords: broiler, dissemination, Salmonella Senftenberg, PFGE.
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1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

O Brasil € 0 maior exportador de carne de aves do mundo e vem conquistando novos e
exigentes mercados (BRASIL, 2012). Sendo assim, por motivos comerciais e de saude
publica, é importante a adesdo as recomendagdes para a garantia da inocuidade deste
alimento, através do cumprimento dos critérios estabelecidos para controle dos processos de
producdo e das medidas sanitarias aplicadas & avicultura, particularmente no controle de
agentes infecciosos (WHO, 2001; FARIA et al., 2009).

Neste contexto, destacam-se as infecgdes causadas por Salmonella spp., denominadas
salmoneloses, que sdo veiculadas por uma grande diversidade de fontes, e estdo entre as
principais doencas infecciosas adquiridas através do consumo de alimentos em todo o0 mundo
(MEAD et al., 1999). Entre os produtos de origem animal, as carnes de aves e seus derivados
sdo os principais veiculos dessas infeccdes. Este fato é resultado da complexa epidemiologia
de Salmonella spp. na avicultura e constitui um desafio para a cadeia produtiva de carnes de
aves, no que diz respeito & adogdo das medidas necessérias para a prevencdo e controle da
disseminacdo desse género de bactérias (OLIVEIRA & SILVA, 2000; SANTOS et al., 2002;
CIANFLONE, 2008).

Para o controle das populagdes de Salmonella spp. nas aves e no ambiente de criagéo,
sdo adotadas medidas de biosseguridade, tais como a aquisicdo de aves, racdes e materias-
primas livres de Salmonella; o uso de &cidos orgénicos e peletizagdo da ragdo; o uso de
produtos de exclusdo competitiva; além da imunizagdo com vacinas vivas ou inativadas
oleosas (bacterinas) (MOURA, 2007).

Nos altimos anos, a emergéncia de Salmonella enterica subsp. enterica sorovar
Senftenberg (S. Senftenberg) no ambiente de granjas de frango tornou-se causa de
preocupacdo (BOUMART et al., 2012; SHIROTA et al., 2012), pois este sorotipo, além de ser
um potencial agente de paratifo aviario em condigdes de estresse, tem sido associado a
diversos casos de infeccdes humanas (HENDRIKSEN et al., 2013). Acredita-se que sua
ampla disseminacédo seja resultado da capacidade de formar biofilmes, resistir a desidratacéo,
baixos valores de pH, temperaturas elevadas e radiagdo, além de permanecer no ceco das
aves, na racdo e no ambiente por longos periodos (PEDERSEN et al., 2008; MARIN et al.,
2009).
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1.1 A importancia de Salmonella spp.

Salmonella spp. séo bacilos Gram-negativos da familia Enterobacteriaceae, anaerébios
facultativos, catalase-positivos, oxidase-negativos, redutores de nitratos e nitritos, nao
formadores de esporos, mesofilos com crescimento 6timo entre 35 °C e 37 °C, mas capazes de
crescer em temperaturas variando entre 2 e 47 °C (LE MINOR, 1994). A motilidade €é
propiciada por flagelos peritriquios, com excecdo da Salmonella enterica subsp. enterica
sorovar Pullorum e Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Gallinarum, que ndo
apresentam flagelos (FRANCO & LANGRAF, 1996; JAY, 2000; FORSHELL & WIERUP,
2006).

Foram descritas, pela primeira vez, ha mais de um século pelo patologista Salmon,
sendo esta a origem da nomenclatura (SALMON & SMITH, 1886). Posteriormente, a
taxonomia de Salmonella foi modificada varias vezes ao longo dos anos. De acordo com o
sistema proposto por Popoff e colaboradores (1995), o género Salmonella consiste de duas
espécies, Salmonella enterica e Salmonella bongori, sendo que a primeira inclui seis
subespécies (enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica).

A complexa constituicdo antigénica de Salmonella spp. é utilizada para a classificacdo
soroldgica, baseada nas diferencas entre os antigenos somaticos, denominados “O”, antigenos
flagelares, denominados “H” e antigenos capsulares, denominados “K” (KAUFFMANN,
1972; STERZO et al., 2008). Mais de 2500 sorotipos foram descritos, sendo que alguns sdo
designados por um nome, normalmente derivado do local do primeiro isolamento e outros por
uma férmula. Quando um nome é adotado, geralmente o epiteto especifico e o nome da
subespécie sdo omitidos; por exemplo, o termo Salmonella Typhimurium frequentemente
utilizado, corresponde a Salmonella enterica subespécie enterica sorotipo Typhimurium
(CIANFLONE, 2008).

As salmoneloses apresentam gravidade que varia desde as gastrenterites (quadro
autolimitado de diarréia, colicas abdominais e febre), até a febre entérica, denominacédo geral
para as febres tiféide e paratifoide (forma sistémica e mais agressiva, causadas por Salmonella
Typhi e Salmonella Paratyphi, respectivamente) (VOETSCH et al., 2004; ANDREATTI
FILHO, 2006; GRIMONT & WEILL, 2007; FRICKE et al., 2009; SCALLAN et al., 2011).

Até meados dos anos 80, Salmonella Typhi e Salmonella Paratyphi eram os principais
causadores de infeccdo em humanos (D’ AOUST, 1989), sendo que a maioria dos casos era
causada pelo consumo de &gua contaminada, com raras descricbes de ocorréncias causadas
por alimentos (CHRISTENSON & ANDERSON, 1985). Ambos o0s sorotipos séo
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caracterizados por elevada viruléncia, que lhes permite invadir a mucosa intestinal, sobreviver
e reproduzir-se no interior de células do sistema imunoldgico e usar os sistemas linfatico e

sanguineo para disseminacdo, resultando em septicemia (D’AOUST, 2000).

Atualmente, os mais importantes agentes de salmonelose em todo o mundo estdo entre
0s 1531 sorotipos conhecidos de Salmonella enterica subsp. enterica (GRIMONT & WEILL,
2007). Entre eles, destaca-se a Salmonella Enteriditis, que emergiu na década de 90 como o
mais importante agente de salmonelose. Este fendmeno é resultado da capacidade de
transmisséo transovariana desse sorotipo entre aves de granja, desencadeando o nascimento
de pintos infectados. Além disso, a globalizagdo da economia com a grande movimentacéo de
alimentos através do mundo contribuiu para a pandemia (FSIS, 1998). No Brasil, S.
Enteriditis é também o principal sorotipo isolado em alimentos associados a casos de infec¢do
de origem alimentar (ALMEIDA et al., 2000).

Na avicultura comercial, as salmoneloses estdo entre as principais infec¢des que
afetam as aves, sendo responsaveis por prejuizos diretos ou indiretos a producéo avicola, além
da importancia que possuem na sadide publica (BERCHIERI JUNIOR et al., 2001;
BUCHALA et al., 2006). O tifo aviario, a pulorose e o paratifo aviario sdo as salmoneloses
que acometem as aves. De forma geral, as duas primeiras sdo consideradas infecgdes de maior
gravidade, com quadro sistémico que resulta em alta mortalidade (BERCHIERI JUNIOR,
2000). O tifo aviario é causado pela Salmonella Gallinarum, principalmente aves adultas,
causando septicemia aguda, alta mortalidade e morbidade. A pulorose é causada pela
Salmonella Pullorum e se caracteriza por septicemia, quadro de diarreia branca e mortalidade,
sendo mais comum em aves jovens (POMEROY & NAGARAJA, 1991; SHIVAPRASAD,
1997; BERCHIERI JUNIOR, 2000). O paratifo aviario caracteriza-se usualmente pela
presenca de Salmonella sp. no TGI de aves, sem sinais clinicos e sem comprometimento da
produtividade dos lotes. Varios sorotipos de Salmonella estdo associados a esta enfermidade,
sendo a S. Enteritidis e S. Typhimurium os mais comuns, mas outros, como S. Agona, S.
Infantis, S. Hadar, S. Heidelberg e S. Senftenberg também séo identificados como agente
etiolégico (BERCHIERI JUNIOR & NETO, 2009).

Os sorotipos associados ao paratifo aviario ndo séo especificos somente de galinhas
(Gallus gallus), sendo isolados de diversas fontes, tais como ambiente e ragdo contaminada,
além de possuirem reservatorios em diferentes espécies animais, incluindo outras aves,

mamiferos e répteis. Esta ecologia permite uma eficiente cadeia de transmissdo horizontal, o
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que torna a relagdo entre os sorotipos causadores de paratifo aviario e as aves bastante
complexa e de dificil controle (BERCHIERI JUNIOR & NETO, 2009).

Em um plantel de frango, as rotas de introdugéo de diferentes sorotipos de Salmonella
incluem: i) a transmissdo vertical, a partir de lotes de matrizes infectadas, ii) 0 meio ambiente,
inclusive roedores infectados e iii) ragdo contaminada (KAMPELMACHER, 1987; PEREIRA
et al., 1999). Nesta Gltima, os principais veiculadores de Salmonella spp. sdo as matérias
primas de origem animal, mas ingredientes de origem vegetal também sdo importantes
carreadores, assim como péssaros, roedores e moscas, que entram em contato com a racgao
principalmente durante a armazenagem (BERCHIERI JUNIOR & NETO, 2009).

Durante o abate das aves, as Salmonella spp. contidas no TGI, inclusive os diferentes
sorotipos causadores do paratifo aviério, podem contaminar a carcaca e causar infecces em
humanos, apo6s a transmissdo via cadeia alimentar (SNOEYENBOS & WILLIAMS, 1991;
MATSUBARA, 2005). Isso torna o paratifo aviario um problema sanitirio na cadeia
produtiva de carne de frango e de outras aves, mas apesar de sua importancia, esta condi¢éo
nem sempre é diagnosticada, a menos que um cuidadoso programa de monitoramento seja
efetuado. Diante deste fato, é necessario adotar medidas para evitar tanto a transmissao
vertical quanto a horizontal de diferentes sorotipos de Salmonella entre aves para exploragéo
comercial (SILVA, 1989; TESSARI et al., 2003).

1.2 Salmonella enterica subspécie enterica sorovar Senftenberg (S. Senftenberg)

As Salmonella s&o classificadas em sorogrupos, de acordo com a presenca de fatores
antigénicos presentes em sua parede celular que séo representados pelas letras do alfabeto e
por nimeros. A Salmonella enterica subspécie enterica sorovar Senftenberg (S. Senftenberg)
pertence ao grupo E4 e apresenta classificagdo antigénica somatica O: 1, 3, 19 e flagelar H: g,
s, t (GRIMONT & WEILL, 2007). Historicamente, S. Senftenberg era reconhecida como um
sorotipo comum em incubatorios, que desaparecia gradualmente ao longo do crescimento das
aves. Em aves adultas, observava-se o gradual desaparecimento deste sorotipo, em funcéo da
presenca de uma microbiota competidora complexa no TGlI, associada ao desenvolvimento do
sistema imunoldgico das aves (HAMADA et al., 1959; HUME et al., 2003). Apenas em
circunstancias de estresse, S. Senftenberg era identificada como agente do paratifo aviario,

contribuindo para mortalidade subsequente, sendo, neste contexto, reconhecido como



17

patdgeno em aves, apesar de sua baixa viruléncia (HUGE-JONES, 1969; CDC, 2006; HU &
COBURN, 2008).

Nos ultimos anos, esta realidade tem se alterado, e a capacidade de algumas cepas de
S. Senftenberg em persistir no ceco das aves durante todo o periodo de criacdo tem sido
relatada (BOUMART et al., 2012). Esta capacidade de persisténcia tem sido evidenciada pelo
aumento na frequéncia de deteccdo deste sorotipo na avicultura e do risco para a saide dos
consumidores de carne de aves e derivados, 0 que € evidenciado pelo aumento do nimero de
casos de infec¢cdo em humanos tanto na comunidade quanto em hospitais (KAY et al., 2007,
XU et al., 2008; HENDRIKSENET al., 2013). No Brasil, existem poucos relatos do
isolamento de Salmonella Senftenberg tanto a partir de frangos quanto de seres humanos.
Dados do Programa Nacional de Monitoramento da Prevaléncia e da Resisténcia Bacteriana
em Frango (PREBAF), que avaliou a presenca de Salmonella spp. em carnes de frango entre
2004 e 2006, revelaram baixa prevaléncia deste sorotipo (BRASIL, 2008).

No ambiente de granjas avicolas e em fabricas de ragdo, S. Senftenberg encontra-se
amplamente disseminada entre aves, equipamentos, ingredientes e linhas de produgdo de
racdo, sendo de dificil eliminacdo (PEDERSEN et al., 2008). Isso se deve ao fato deste
sorotipo apresentar resisténcia a elevadas temperaturas, desidratacéo, acidez e radiacéo, o que
permite sua sobrevivéncia mesmo quando submetidas aos tratamentos térmicos e outras
técnicas de controle da contaminagéo (ANELLIS et al., 1954; NG et al., 1969; PEDERSEN et
al., 2008). Em um estudo sobre inativacdo térmica de Salmonella spp. em carnes de frango, a
S. Senftenberg foi o sorotipo que apresentou maior resisténcia as temperaturas elevadas,
quando comparada a S. Typhimurium, S. Heidelberg, S. Mission, S. Montevideo e S.
California (MURPHY et al., 2001). Em outro estudo, para a validagdo da pasteurizacdo de
ovos liquidos, a reducdo logaritmica da populacdo de Salmonella Senftenberg foi
significativamente menor que a observada para Salmonella Enteritidis e Salmonella
Typhimurium (MARNAS et al., 2003). A resisténcia a desinfetantes observada em algumas
cepas de Salmonella Senftenberg é associada & capacidade de formacdo de biofilmes
(MORETRO et al., 2009).

No Brasil existem poucos dados relacionados ao isolamento de Salmonella
Senftenberg em ambientes de criagéo de aves, carnes, e tampouco sobre a ocorréncia de casos
de infeccdo em humanos. Entretanto, devido a frequéncia de isolamento deste sorotipo nas

granjas estudadas, consideramos importante investigar seu perfil de disseminacdo.
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1.3 Aplicacdo das técnicas de biologia molecular para a tipagem e estudo das rotas de

disseminacao

A tipagem molecular, também descrita como genotipagem comparativa, é baseada na
variacdo genética encontrada entre diferentes cepas de uma mesma espécie. Essa
caracteristica genética permite a realizagdo de estudos de filogenia e epidemiologia molecular
para a identificagdo e o0 monitoramento da distribui¢cdo de micro-organismos. O conhecimento
destas informagdes facilita a implementacdo de medidas de controle da disseminacéo e, no
caso de micro-organismos resistentes a antimicrobianos, pode orientar além dos
procedimentos para o controle da disseminagdo, a conduta da terapia antimicrobiana, de
forma a aumentar sua eficiéncia e reduzir a prevaléncia de clones resistentes (RICE et al.,
1996; RICE, 1999; RAHAL et al., 1998; PATERSON et al., 2000).

Entre os diversos métodos para a tipagem molecular de patdgenos bacterianos
descritos (PFALLER et al., 2001), a analise do perfil de restricio do DNA cromossémico
através da eletroforese em campo pulsatil (Pulsed Field Gel Electrophoresis — PFGE),
desenvolvida por Schwartz e Cantor (1984), € o método mais utilizado em programas de
vigilancia no Brasil e no exterior (SADER, 2000; PFALLER et al., 2001). Essa técnica
apresenta grande poder discriminatério e aplicabilidade para a tipagem da maioria das
bactérias patogénicas (HOLLIS et al., 1999).

O PFGE é considerado o “padrdo ouro” para a genotipagem comparativa de
Salmonella spp. Nesta técnica, sdo usadas enzimas de restricdo que reconhecem sitios
infrequentes no genoma bacteriano, e a variabilidade no posicionamento dos sitios de
restricdo entre diferentes cepas gera um polimorfismo no nimero e tamanho de fragmentos, o
que permite a discriminacgdo genética (CARLE et al., 1986; AUSUBEL et al., 1994; CHANG
& CHUI, 1998; ROBERTS et al., 1998). A aplicacéo da PFGE para a tipagem de Salmonella
spp. isoladas durante surtos de infecgdes de origem alimentar, bem como para o estudo da
disseminacgdo de diversos sorotipos em ambientes de producdo de aves, tem sido de grande
auxilio para o estabelecimento de procedimentos que visem melhorar a seguranga dos
alimentos. A PFGE também tem auxiliado no estabelecimento de medidas de biosseguridade
em ambientes avicolas (LYNNE et al., 2009; CAMPIONI et al., 2012; SON et al., 2013).

Quando ha deteccdo de Salmonella spp., torna-se importante conhecer dados
epidemioldgicos, como o perfil de disseminagdo e as formas de transmissdo. Neste contexto, a
analise microbiologica é uma ferramenta importante que permite o isolamento e a

identificacdo do género nos diversos pontos da cadeia produtiva. Além disso, a utilizagdo das
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técnicas de biologia molecular para a genotipagem e posterior comparacdo da similaridade
genética entre os isolados permite realizar o rastreamento dos reservatorios e das fontes de
contaminacdo, além da visualizagdo da transmisséo entre lotes de animais. Estas ferramentas
sdo de grande utilidade para o controle de Salmonella, pois geram dados que podem ser
utilizados para o delineamento e estabelecimento das medidas de controle adequadas.

Devido as peculiaridades de S. Senftenberg, seu controle é um desafio para a
avicultura, e exige a adocdo de medidas de controle baseadas no conhecimento das rotas de
disseminagdo e na biologia do microrganismo.

Neste estudo, S. Senftenberg isoladas em granjas de frango, localizadas na regido
noroeste do estado de Sdo Paulo, foram avaliadas para a identificacdo da similaridade
genética através da técnica de PFGE, de forma a permitir a visualizagdo de suas rotas de
disseminagdo. Esta bactéria tem sido isolada com frequéncia a partir de amostras de ambiente,
racdo e fezes dos animais, apesar da adocéo de procedimentos rigidos de biosseguridade. Os
resultados gerados serdo utilizados para a prevengédo e controle da contaminagéo e infecgéo
dos lotes e no planejamento de programas de seguridade animal, com impactos positivos tanto

para a cadeia produtiva de carne de frango quanto para a salde publica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar a diversidade genética das cepas de Salmonella Senftenberg isoladas de
ingredientes de racdo, ambiente de Fabrica de Racdo, amostras de aviarios e da fauna ao redor

de granjas avicolas utilizando a técnica de PFGE.

2.2 Objetivos Especificos

- Identificar a similaridade genética entre as cepas de Salmonella Senftenberg isoladas
e determinar suas rotas de disseminagé&o.

- Determinar a interagdo entre a fauna ao redor das granjas com o ambiente das
mesmas.

- Avaliar a capacidade discriminatoria de PFGE como ferramenta de avaliagdo da rota

de disseminacado de cepas de S. Senftenberg em ambientes avicolas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta de amostras

No periodo de dezembro de 2008 a fevereiro de 2012 foram coletadas amostras para
monitoramento de Salmonella spp. em ambientes de fabrica de racdo e granjas de aves de
corte na regido noroeste de S&o Paulo. As granjas de frango envolvidas neste estudo foram
denominadas Granjas A, B, C, D, E, G, H e J. Em cada granja temos de trés a seis setores
distribuidos pela propriedade. Cada setor é formado por dois aviarios ou galpdes que sdo
isolados por um cerca de alambrado. Dentro dos aviarios de cada setor, estdo alojados os
varios lotes de aves de diferentes idades. A racdo que alimenta as aves das oito granjas €
fornecida por uma Unica fabrica de ragéo.

Também foram coletadas amostras de fezes e visceras de animais silvestres da fauna ao
redor das granjas. O ambiente do laboratorio que realizou os testes de isolamento de
Salmonella spp. foi monitorado com intuito de verificar possivel contaminagéo cruzada entre
as amostras. Os materiais necessarios para coleta de amostras foram luvas de latex estéreis,
suabes estéreis do tipo prd-pe, bolsa pléstica estéril, tesouras e pincas estéreis para necropsia,
canetas de tinta permanente para identificagdo das amostras, caixa de isopor para transporte e
packs de gelo.

Na féabrica de racdo foram coletadas, semanalmente: i) amostras de 25 g de farelo de
soja; ii) suabe do piso externo a area de producdo; iii) suabe das ratoeiras; iv) suabe da area de
manutencdo (piso, bancadas e ferramentas); v) 25 g de pé de racdo presente na &rea de
expedicdo de racdo, vi) suabe de arrasto da area de expedicdo; vii) suabe do ciclone
(equipamento que promove a limpeza de residuos e po presentes no milho); viii) suabe da
prensa de peletizacdo e ix) suabe de superficie da peletizadora, equipamento que realiza o
tratamento fisico do alimento através de exposicao a altas temperaturas (entre 82 °C a 85 °C,
por 1 minuto e 47 segundos) e a pressao (passagem da ragéo pelos furos da matriz da prensa)
durante o processo de peletizagdo, no qual o produto acabado se apresenta na forma de pellet.
Em cada local amostrado foi utilizado um suabe pro-pé estéril, esfregando-o vigorosamente

em toda superficie dos equipamentos e piso.
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Nas granjas foram coletados, mensalmente: i) dois suabes de cama; ii) um suabe de
equipamento; iii) um suabe de composteira; iv) uma bolsa plastica com 25 g de fezes de aves;
v) uma bolsa de 25 g de poeira e vi) um pool de cecos por galpdo. Os suabes de cama foram
realizados utilizando um pro-pé estéril calcado sobre botas estéreis, e caminhando,
principalmente, entre os comedouros e bebedouros. Nestes locais estava a maior concentracao
de aves e, por isso, havia uma maior quantidade de fezes ao longo do galpdo. O suabe de
equipamento foi passado vigorosamente na superficie dos bebedouros, comedouros, cortinas e
telas dos aviarios. Amostras de fezes de aves e poeira do galpdo foram coletadas em dez
pontos diferentes do aviério, totalizando a quantidade de, aproximadamente, 25 gramas por
bolsa estéril. As amostras de ceco foram coletadas através de necropsia de aves mortas
naturalmente (mortalidade diaria normal), utilizando tesouras e pingas estéreis.
Adicionalmente, foi coletado um suabe da superficie do veiculo que transporta os residuos da
composteira.

Para verificar a presenca de Salmonella spp. ao redor dos aviarios, foram coletadas: i)
25 g de fezes de gato do mato; ii) um pool de visceras de rato; iii) um pool de visceras de
seriema e iv) um pool de visceras de sapo. As visceras foram coletadas através de necropsia
dos animais, que foram encontrados mortos ao redor dos galpdes e em estagio inicial de
decomposicao.

Durante o periodo de vazio sanitario da granja, que consiste no tempo em que 0s
galpdes passam por um processo de higienizacdo, também foram coletados: i) um suabe de
ambiente do galpdo e ii) 25 g de residuo de cama remanescente do lote anterior.

No laboratério de anélises foram coletados, semanalmente: i) um suabe de piso; ii) um
suabe de bancada e iii) um suabe da superficie interna das estufas de cultura microbioldgica.
Durante as coletas, os materiais foram devidamente identificados e colocados em bolsas

estéreis de coleta.

Os materiais coletados foram armazenados em caixa de isopor lacrada contendo packs
de gelo (temperatura entre 4-10 °C) e imediatamente, transportados para o Laboratdrio de
Microbiologia da empresa, onde foram submetidas aos procedimentos para o isolamento de

Salmonella spp.



25

3.2 Deteccédo de Salmonella Senftenberg

Para a deteccdo de Salmonella spp. foram utilizados os “Métodos Oficiais para
Andlises Microbioldgicas de Enfermidades Avicolas”, recomendados pelo Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Desenvolvimento do Brasil (MAPA, 2006) e pela ISO 6579:2000, com
modificagdes. As amostras foram inoculadas com meio de enriquecimento seletivo, utilizando
o0 caldo Tetrationato (Oxoid — Hampshire, Inglaterra), acrescido de solucédo de iodo e solugéo
aquosa de Verde Brilhante a 0,1% e incubadas a 37 °C, durante 24 horas. O segundo
enriquecimento seletivo foi realizado com agar semissolido Rappaport-Vassiliadis Modificado
(MSRV) (Oxoid — Hampshire, Inglaterra), no qual foram inoculados 50 puL de solugdo de
caldo Tetrationato e incubado a 41 °C, durante 24 horas. O isolamento foi realizado
utilizando-se o agar Cromogénico Brilliance Salmonella (Oxoid — Hampshire, Inglaterra) e o
agar Verde Brilhante (Oxoid — Hampshire, Inglaterra) (SILVA et al., 2010), que foram
incubados a 37 °C, durante 24 horas. Foram feitos os testes confirmatérios através de PCR
(PCR em Tempo Real) para salmonela e triagem bioquimica utilizando os meios TSI (Triple
Sugar Iron), LIA (Lysine Iron Agar), SIM (teste de H,S, indol e motilidade) e caldo uréia. Os
meios de triagem bioquimica foram incubados a 37 °C, durante 24 horas. As amostras foram
processadas utilizando controles negativo e positivo. Para o controle positivo foi utilizada uma
cepa padrédo de S. Banana (grupo B), que € um sorotipo incomum para avicultura.

A Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi realizada de acordo com o protocolo
padronizado por Charlton e colaboradores (2005) com modificagdes adotadas pelo Laboratério
de Microbiologia da empresa. As amostras foram coletadas a partir do 2° enriquecimento
seletivo (MSRV), apds incubacdo de 24 horas. A extragdo de DNA foi feita a partir de
bactérias que se multiplicaram em cada quadrante da placa com o meio MSRYV. Utilizando
uma al¢a de inoculagdo de 1 pL, foi feito um *“X” no local onde houve multiplicacdo
bacteriana (Figura 1). Em seguida, a alca foi mergulhada no tubo com agua DEPC (dietil
pirocarbonato) e lavada com cuidado. O DNA das amostras foi extraido em microtubos de

polipropileno, contendo 400 uL de agua DEPC.
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“X por todo local de inoculagéo

Area de multiplicacio bacteriana

Local de inoculagédo

Figura 1 - Esquema da placa com agar MSRYV ap6s multiplicagdo bacteriana.

Posteriormente, os tubos foram fechados e incubados durante 10 minutos em
termobloco, a 100 °C. Em seguida, foram colocados no refrigerador a 4 °C, durante 5 minutos.
A master mix foi preparada em tubo ambar e os primers utilizados tiveram como alvo o gene
invA (Quadro 1). Apés homogeneizar os reagentes da PCR, foram transferidos 6 pL de
master mix para cada pogo da placa de 96 wells de PCR e mantidos no bloco frio durante a
pipetagem. A placa foi coberta com papel toalha e transferida para sala de extracdo de &cido
nucléicos, onde foram pipetados 4 pL de cada amostra em seu respectivo pogo, usando uma
ponteira com filtro para cada amostra. Para as amostras controles, foram pipetados 4 uL de
controle interno da master mix em seu respectivo pogo. A placa foi selada e centrifugada por

aproximadamente 10 segundos para que todo o liquido se concentrasse na parte inferior do

poco.

Quadro 1: Primers usados para a detecgdo de Salmonella.
Alvo Sequéncia do primer Referéncia

— F-5 AAACGTTGAAAAACTGAGGA 3 |\ . 0o
R-5 TCG TCATTC CAT TACCTACC 3 'oorfaretal,

Em seguida, a placa foi levada a sala de amplificacdo de acido nucléicos e colocada
em termociclador Realplex* Mastercycler (Eppendorf), onde foram configurados a placa e o0s
ciclos, como se segue. O DNA foi inicialmente desnaturado a 95 °C, durante 3 minutos e

submetido a 40 ciclos, com as etapas de desnaturagdo a 95 °C, durante 10 segundos,



27

anelamento e extensdo a 57 °C, durante 30 segundos e Melt Curve (Curva de Desnaturagéo do
DNA) de 65 °C a 95 °C, em incrementos de 0,5 °C, durante 5 segundos. Usando como
controle positivo uma cepa padrdo de Salmonella, as cepas com a temperatura de melting
(desnaturacdo) por volta de 80 °C foram consideradas como pertencentes ao género, pois essa
temperatura varia entre os taxa bacterianos e € especifico de cada um. Portanto, a analise dos
resultados foi feita registrando as temperaturas de desnaturagdo e os valores de C; (Cycle
Threshold) das amostras positivas e dos controles positivos. As amostras com temperatura de

desnaturacdo de 79 °C a 81 °C e C; inferior a 30 foram consideradas positivas (Figura 2).
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Figura 2. Exemplos de valores de Ct e temperatura de desnaturacdo de amostras positivas
para Salmonella.
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Os testes foram concluidos atraves da sorotipificagdo de Salmonella a partir de
colbnias repicadas em &gar nutriente utilizando antissoros somaéticos e flagelares polivalentes
e monovalentes de acordo com o Esquema Kauffmann & White. As colbnias analisadas foram
testadas utilizando os antissoros PolyA-S+Vi, PolyH, 0:1,3,19, O:19, H:g, H:s e H:t (Statens
Serum Institute — Copenhague, Dinamarca) e antissoros controles O:4,5; O:9 e H:d (Statens
Serum Institute — Copenhague, Dinamarca). As cepas de Salmonella Senftenberg foram

selecionadas para o presente estudo.

3.3 Manutencéo das cepas

As Salmonella Senftenberg isoladas foram mantidas em colegéo de cultura em freezer
a -80 °C, no Laboratério de Microbiologia da FAMERP. Para tal, uma coldnia isolada obtida
das placas de agar Verde Brilhante foi cultivada em caldo BHI (Brain Heart Infusion, Oxoid —
Hampshire, Inglaterra) a 37 °C, durante 16 a 18 horas. Apos este tempo, 0,5 mL de cada
cultura foram transferidos para criotubos estéreis contendo 0,5 mL de glicerol a 50% estéril.

Para cada isolado, o armazenamento foi realizado em triplicata.
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3.4 Tipagem molecular por PFGE

As 53 Salmonella Senftenberg isoladas durante 0 monitoramento de granjas de aves de

corte e de ambiente de fabrica de ragdo utilizadas neste estudo estdo descritas abaixo no

Quadro 2.

Quadro 2: Descrigéo das cepas de Salmonella Senftenberg utilizadas neste estudo.

Cepa Data Unidade Material Lote
L1 11/12/2008 | Granja B Suabe Cama 1
L2 16/12/2008 Fébrica Suabe Piso Externo
L3 17/12/2008 | Granja B Suabe Cama 2
L4 07/03/2009 | Fornecedor Farelo Soja
L5 03/04/2009 | Granja B Suabe Cama 3
L6 17/04/2009 Fébrica Suabe Ratoeira
L7 22/04/2009 Fébrica Suabe Area Manutengio
L8 22/04/2009 Fébrica P4 Expedicéo
L9 12/05/2009 | Granja B Suabe Cama 4
L10 [ 12/05/2009 | Granja B Visceras Rato 4
L11 | 18/05/2009 Fébrica Suabe Expedicdo
L12 19/05/2009 | Granja D Visceras Seriema
L13 19/07/2009 | Granja B Fezes 14
L14 | 15/09/2009 Fébrica Suabe Piso Externo
L15 17/09/2009 | Granja B Fezes 13
L16 | 27/09/2009 Fébrica Suabe Ciclone
L17 | 23/11/2009 Fébrica Suabe Ciclone
L18 19/01/2010 | GranjaD Suabe equipamento 5
L19 25/01/2010 Granja J Suabe Composteira
L20 [ 27/01/2010 | Granja D Fezes 5
L21 01/03/2010 | GranjaE Fezes Gato do Mato
L22 01/03/2010 | GranjaH Suabe Composteira
L23 [ 03/03/2010 | Granja B Suabe equipamento 6
L24 | 04/03/2010 | Granja B Suabe Cama 6
L25 [ 04/03/2010 | GranjaH Suabe Composteira
L26 12/03/2010 | Granja D Suabe Cama 5
L27 16/03/2010 | Granja B Ceco 7
L28 [ 22/03/2010 | GranjaH Caminhdo Residuos
L29 23/03/2010 | Granja A Poeira 8
L30 [ 29/03/2010 | GranjaH Suabe Composteira
L31 29/03/2010 | GranjaH Suabe Composteira
L32 29/03/2010 | Granja D Suabe Cama 9
L33 [ 30/03/2010 | Granja D Visceras Sapo
L34 [ 30/03/2010 | Granja G Suabe Composteira
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(cont...) Quadro 2: Descricdo das cepas de Salmonella Senftenberg utilizadas neste estudo.

Cepa Data Unidade Material Lote
L35 [ 31/03/2010 | Granja D Poeira 9
L36 [ 31/03/2010 | Granja D Fezes 9
L37 26/04/2010 | GranjaE | Suabe Galp&o B - Vazio
L38 [ 06/05/2010 | GranjaE | Cama Galpdo B - Vazio
L39 [ 15/02/2011 | GranjaE Visceras Rato
L40 [ 05/10/2011 Fabrica Farelo Soja
L41 15/11/2011 | GranjaC Suabe Cama 10
L42 21/11/2011 Fébrica Suabe Peletizadora
L43 | 05/12/2011 Fébrica Suabe Peletizadora
L44 | 20/12/2011 | GranjaC Suabe Cama 10
L45 [ 02/01/2012 Fébrica Suabe Peletizadora
L47 18/01/2012 | Granja E Suabe Cama 12
L48 [ 23/01/2012 Fébrica Suabe Prensa
L49 [ 25/01/2012 | GranjaE Suabe Cama 12
L50 14/02/2012 | GranjaC Suabe Cama 11
L51 22/02/2012 | GranjaC Suabe Cama 11
L52 18/03/2012 | GranjaC Fezes 11
L53 [ 28/03/2012 | Granja C Suabe equipamento 10
L54 [ 28/03/2012 | GranjaC Suabe Cama 11

A tipagem molecular das Salmonella Senftenberg isoladas de diferentes granjas e da
fabrica de ragdo, em datas distintas e de cepas controles de sorogrupos diferentes do grupo E4
(de S. Senftenberg), foi realizada pela técnica de PFGE de acordo com o padréo de tipagem
do Manual do PulseNet (CDC, 2009). Para tal, foi utilizado o protocolo descrito no Quadro
1, do item 7.1.3, do Anexo 7, utilizando-se a enzima de restricdo Spel. A condigdo de corrida
é a assinalada como B no Quadro 3, do item 7.1.3, do Anexo 7, com modificagdo no tempo
de corrida para 20 horas. Para a corrida, foram utilizados os equipamentos da BIO-RAD®
Cooling Module, Electrophoresis Cell, Chef-DR®Il Drive Module e Chef-DR®II Control
Module. Os padrdes de identidade genética gerados por PFGE foram analisados com auxilio
do programa BioNumerics (Applied Maths, Saint-Martens-Latem, Bélgica). Desse modo,
foram gerados dendogramas com os parametros de Otimizagdo a 0%, Tolerancia a 1% e
utilizando o método UPGMA e o coeficiente de similaridade DICE. Cepas apresentando
similaridade maior ou igual a 90% foram consideradas como pertencentes ao mesmo cluster.
O critério de Tenover para a interpretacdo dos padrdes de restricdo do DNA cromossdémico foi
usado de forma a auxiliar & comparacdo entre isolados incluidos no mesmo cluster
(TENOVER, et al., 1995).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Tipagem molecular de Salmonella Senftenberg por PFGE

As 53 Salmonella Senftenberg isoladas de diferentes ambientes de granjas, em datas
distintas e as cepas controles de sorogrupos diferentes do grupo E4 (S. Senftenberg), foram
tipadas por PFGE. O dendrograma gerado pelo software BioNumerics para as Salmonella
Senftenberg é mostrado na Figura 3. Foram identificados nove diferentes clusters (A-1) com
ao menos duas cepas e 20 isolados que ndo pertencem a nenhum dos clusters definidos. A
seguir, encontra-se a provavel histéria epidemioldgica de cada um dos clusters:

No cluster A encontram-se as cepas L1 e L3, que apresentaram 95,7% de similaridade
genética. A observacdo visual de L1 e L3 indica que estas cepas sdo geneticamente
relacionadas, de acordo com o critério de Tenover, pois apresentam apenas uma banda de
diferenca. Estes dados, associados as informacOes epidemioldgicas, sugerem a ocorréncia de
disseminacgdo clonal, j& que ambas foram isoladas com seis dias de diferenga de suabe de
cama coletados da mesma granja B, porém de lotes distintos (lote 1 e lote 2, respectivamente),
alojados em galpd@es diferentes. O transito de veiculos contaminados ou o fluxo incorreto de
pessoas (BERCHIERI JUNIOR & NETO, 2009) podem ser responsaveis pela disseminagio
de cepas de Salmonella entre diferentes ambientes na granja. Além disso, a transmisséo
horizontal é favorecida pela circulacdo de animais reservatdrios de diferentes espécies, como
aves, roedores, outros mamiferos e répteis, comumente encontrados no ambiente das granjas
(KAMPELMACHER, 1987; PEREIRA et al., 1999). No ambiente das granjas estudadas €
realizado o monitoramento periédico da presenga de animais silvestres carreadores de
Salmonella, e, de fato, diversos roedores, aves e anfibios carreadores ja foram encontrados.

O cluster B é composto pelas cepas L8, L35, L12 e L17. As cepas L8 e L35
apresentaram 100% de similaridade e a observacdo visual também indica que estas cepas séo
geneticamente indistinguiveis, de acordo com os critérios de Tenover. A cepa L8 foi isolada
de amostra de p6 coletado na &rea da expedicdo da fabrica de ragdo em abril de 2009, e a cepa
L35 foi isolada de amostra de poeira de ragdo coletada na Granja D em marco de 2010,
durante a criagdo do lote 9. A Granja D esta situada a 140 km de distancia da fabrica de ragéo.
Tal fato sugere que as aves da Granja D tenham sido colonizadas pela cepa L8 ap6s o
consumo de ragdo contaminada e esta cepa foi capaz de persistir nos ambientes da granja e da

fabrica.
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Apesar de L8 ndo ter sido detectada em amostras de ragdo, acreditamos que esta cepa
de S. Senftenberg poderia estar presente, ja que foi detectada na poeira de ragdo coletada na
area de expedicéo da fabrica. Pedersen e colaboradores (2008) enfatizam a introdugéo de S.
Senftenberg em granjas através de racdo contaminada, bem como a sua reincidéncia em
plantéis avicolas. A persisténcia de S. Senftenberg em silos de racdes e em outras areas da
fabrica foi previamente descrita (NESSE et al., 2003; LOFSTROM et al., 2006).

A cepa L12 foi isolada de visceras de seriema em maio de 2009 e apresentou 96% de
similaridade as cepas L35 e L8, diferindo por apenas uma banda. E possivel que L12 tenha
circulado entre aves de algum lote alojado na Granja D e tenha, posteriormente, colonizado a
seriema através da ingestdo de insetos ou roedores contaminados. A disseminacao de cepas de
Salmonella paratificas em propriedades avicolas através de pombos, seriemas, moscas,
roedores e outros animais, foi previamente descrita (BERCHIERI JUNIOR & NETO, 2009).

A cepa L17 foi isolada em novembro de 2009 de suabe do ciclone da fabrica, que é o
equipamento utilizado para retirar os residuos do milho destinado & producéo da racdo. A cepa
L17 apresentou 91,9% de similaridade com L8, indicando uma disseminacdo deste clone na
fabrica de racdo, o que ja foi previamente descrito por Maciorowski e colaboradores (2004) e
Lofstrom e colaboradores (2006). Alguns trabalhos apontam a contaminagdo por Salmonella
em amostras de milho, usado para a producéo de ragdo como fonte para a introdugdo desta
Salmonella na fabrica de racdo (VANCAUWENBERGE et al.,1981; NESSE et al., 2003).

No cluster C encontram-se as cepas L11, L33, L16, L7 e L14. Exceto por L33, que foi
isolada de visceras de sapo capturado na Granja D, todas as cepas do cluster E foram isoladas
na fabrica de racdo, entre abril e setembro de 2009. Inicialmente, a cepa L7 foi isolada de
suabe realizado na &rea de manutencdo dos equipamentos da fabrica em abril de 2009. Em
seguida, L11 foi recuperada de uma amostra de suabe realizado no local onde a racdo é
expedida para as granjas, e apresentou 93,8% de similaridade genética com L7.
Posteriormente, em setembro de 2009, as cepas L14 e L16 foram isoladas em amostras de
suabes realizadas no piso externo da fabrica de racdo (&rea de producéo) e do ciclone,
respectivamente. Estes dados reforcam a capacidade de permanéncia de S. Senftenberg em
ambientes de fabrica de ragdo (ANELLIS et al., 1954; NG et al., 1969), ja que varios
procedimentos de limpeza e desinfeccdo sdo realizados diariamente. Considerando que a
introducdo de S. Senftenberg em granjas de producéo de frangos ocorre, na maioria dos casos,
através de ragdo contaminada, Shirota e colaboradores (2012) recomendam uma rotina de

monitoramento e aplicacdo de medidas estritas de controle de qualidade em nivel de fabrica
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de racdo. Essa préatica visa prevenir a colonizagdo das instalacbes avicolas com Salmonella
Senftenberg que pode, futuramente, ser causa de surtos (SHIROTA et al., 2012).

E interessante observar que a cepa L33, isolada de visceras de sapo, que foi
encontrado na Granja D em margo de 2010, apresentou 100% de similaridade com L11,
isolada de suabe da expedigdo de racdo da fabrica, em maio de 2009. E possivel que L11,
oriunda da fabrica de racdo, tenha colonizado as aves de algum lote da Granja D. Por
conseguinte, sugere-se que tal cepa tenha circulado entre os animais do entorno da Granja,
colonizando as visceras do sapo analisado. Em um trabalho de Chambers e Hulse (2006), S.
Senftenberg também foi isolada de sapos.

No cluster D, encontram-se as cepas L18 e L26 com 91,7% de similaridade genética,
isoladas do lote 5 da Granja D. A observagdo visual de L18 e L26 indica que estas também
sdo geneticamente relacionadas, apresentando duas bandas de diferenga marcante entre si. A
cepa L18 foi isolada de suabe de equipamento em janeiro de 2010, e a cepa L26, de suabe de
cama pouco menos de 2 meses ap6s. Esse dado sugere que este clone se manteve presente no
ambiente do galpéo por toda a vida deste lote 5 de frango, desde o alojamento até a saida. Este
resultado estd concordando com outros, que relatam a capacidade de persisténcia de S.
Senftenberg no ambiente avicola por mais de 30 meses (PEDERSEN et al., 2008).

O cluster E é formado pelas cepas L43, L45 e L48, que apresentaram 100% de
similaridade entre si, e pela cepa L42, com 96% de identidade genética com as demais. A
observacéo confirma a identidade genética entre L43, L45 e L48 e a relagdo proxima entre
estas e L42, que difere pela presenca de uma Unica banda. Estas cepas foram isoladas na
fabrica de racdo, na area de peletizagdo da racdo entre novembro de 2011 a janeiro de 2012.
As cepas L42, L43 e L45 foram isoladas de suabes coletados nas paredes externas dos
condicionadores da peletizadora, que sdo os locais onde se injeta o vapor d’agua para o
cozimento da racdo, numa temperatura entre 82 °C a 85 °C, por 1 minuto e 47 segundos. ApGs
este processo de cozimento, a massa da racdo é passada pela prensa (processo fisico de
pressdo de 1,5 atm) para producéo dos pellets, local de onde foi isolada a cepa L48.

Estes dados reforcam a capacidade de resisténcia de Salmonella Senftenberg a
elevadas temperaturas e pressdo e ao tratamento quimico com &cidos orgénicos. As cepas do
cluster C demonstraram capacidade de persistir no equipamento da fabrica mesmo quando
submetidas aos 4cidos organicos usados na matéria-prima (2 kg/ton) e na ragdo (3kg/ton) e a
elevadas temperaturas associadas a pressdo da matriz da prensa. De acordo com Koyuncu e
colaboradores (2013), a eficiéncia de diferentes acidos organicos na reducdo de Salmonella

varia significantemente entre as diversas matrizes alimentares, além de estar sujeita a
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variacOes relacionadas as temperaturas de tratamento. Estes autores ainda consideram que o
tratamento com &cidos é eficiente na reducdo da populacdo de Salmonella, mas ndo é
suficiente para eliminar totalmente o micro-organismo. Sabe-se que a capacidade de formagao
de biofilme pode favorecer a sobrevivéncia de Salmonella em um ambiente hostil por varios
meses ou anos (PEDERSEN et al., 2008; KOYUNCU et al.,, 2013). Em um trabalho
conduzido por Vestby e colaboradores (2009), foi observada a capacidade de S. Senftenberg
em formar biofilme, o que pode explicar sua permanéncia na fabrica de racéo.

O cluster F foi formado pelas cepas L52 e L53, que apresentaram similaridade
genética de 96,8%. Ambas foram isoladas em margo de 2012 na Granja C, de fezes de aves do
lote 11 e de suabe de equipamento durante o alojamento do lote 10, respectivamente. Os
dados cronoldgicos indicam que houve um veiculo comum para a contaminacédo dos lotes 10 e
11, possivelmente a ragdo. O papel da racdo como importante fonte disseminagdo de
Salmonella foi previamente discutido, considerando-se 0s ingredientes usados, O0s
equipamentos da fabrica e a presenca de animais nas plantas como veiculos para a introdugéo
de Salmonella na racéo animal (KOYUNCU et al., 2013).

O cluster G foi composto por 8 cepas, sendo uma cepa isolada do ambiente da fabrica
de racdo (L6), e as demais cepas (L5, L27, L22, L28, L37, L21 e L19) geneticamente
correlacionadas, isoladas das Granjas B, E, H e J.

As cepas L5 e L27, foram isoladas de suabe de cama de frango do lote 3 e do ceco de
uma ave do lote 7, respectivamente. As amostras foram coletadas na Granja B entre abril de
2009 e margo de 2010 e estas cepas apresentaram 92,3% de similaridade e duas bandas de
diferenca visual, sendo consideradas geneticamente relacionadas. Este dado também ilustra a
capacidade de persisténcia de S. Senftenberg, e a diferenca de duas bandas pode representar a
ocorréncia de microevolucéo dentro deste clone (TENOVER et al., 1995). Segundo Barrett e
colaboradores (2006), cepas bacterianas podem sofrem alteraces genéticas a ponto de gerar
diferentes subtipos a partir da mesma cepa. Quando séo observadas variacoes de uma a trés
bandas, sugere-se que a cepa que originou o surto tenha persistido no ambiente por periodo
suficiente para gerar variantes (BARRET et al., 2006).

As cepas L22 e L28, que apresentaram 100% de similaridade, foram isoladas na
Granja H, de suabe de composteira, que é o local onde se faz a decomposicdo das aves que
morrem diariamente e de suabe da cacamba do caminhdo que transporta residuos de
compostagem, respectivamente, em margo de 2010. As cepas L22 e L28 pertencem ao grupo

de cepas que apresentam 90,2% de similaridade com L5 e L27, e ndo mais que trés bandas de
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diferenca. As cepas L37 (originada da Granja E) e L19 (originada da Granja J) apresentaram
100% de similaridade e foram isoladas entre os meses de janeiro e abril de 2010.

E interessante observar que a cepa L6, isolada de suabe de uma ratoeira posicionada
na fabrica de ragdo em abril de 2009, apresentou 96% de similaridade com L22 e L28,
isoladas na Granja H em 2010, e 90,2% de similaridade com L5 e L27 isoladas da Granja B.
Este fato indica a fabrica de ragdo como a possivel fonte deste cluster de S. Senftenberg para
as Granjas B, E, H e J, como previamente discutido. Como citado anteriormente, as ragdes
animais séo importantes fontes de disseminagdo de Salmonella em ambientes de produgéo
(KOYUNCU et al., 2013) e diversos fatores influenciam no risco de introducéo de Salmonella
na ragdo animal, incluindo ingredientes e ambientes de fabricas contaminados e circulacéo de
passaros, répteis e de roedores carreadores (DAVIES et al., 1997; BISGAARD, 1998;
JENSEN & ROSALES, 2002, PEDERSEN et al., 2008; BERCHIERI JUNIOR & NETO,
2009; BOUMART et al., 2012). E possivel que L6 tenha se disseminado a partir do ambiente
da fabrica, através da racdo ou dos veiculos de transporte de ragdo, sendo introduzida na
Granja H, localizada a 68 km de distancia. A circulacdo de veiculos contaminados ou o fluxo
incorreto de pessoas (BERCHIERI JUNIOR & NETO, 2009; LASSNIG et al., 2012) podem
ser responsaveis pela disseminacdo de cepas de Salmonella entre diferentes ambientes na
granja. Segundo Lassnig e colaboradores (2012), materiais avicolas também sdo importantes
fatores de disseminagdo horizontal de Salmonella spp.

As cepas L37, L21 e L19 do cluster G apresentaram 100% de similaridade genética
entre si. As duas primeiras foram isoladas da Granja E em marco e abril de 2010 e L19 foi
isolada da Granja J, a 430 km de distancia. A cepa L21 é originada de fezes de gato do mato
coletadas nos arredores da Granja E, e L37 foi isolada de um suabe do Galpéo B, que se
encontrava em periodo de quarentena ou vazio sanitdrio no momento da coleta. Consideramos
a possibilidade de os animais do lote que estava alojado no Galp&o B antes da quarentena ter
ingerido ragdo contaminada com Salmonella Senftenberg geneticamente relacionada com a
cepa L6 e a mesma ter se perpetuado no ambiente (PEDERSEN et al., 2008; BOUMART et
al., 2012). De fato, L6 e L37 apresentam 92,6% de similaridade e apenas duas bandas de
diferenca. O gato selvagem deve ter adquirido a cepa L21 ao circular nos arredores do galpéo
B da Granja E.

No caso da cepa L19, isolada de suabe de composteira, em janeiro de 2010, na Granja
J, que estd a 430 km distancia da Granja E, consideramos a possibilidade de algum plantel de
aves ter ingerido ragdo contaminada com Salmonella Senftenberg geneticamente relacionada

com a cepa L6, e a mesma ter se perpetuado no ambiente (PEDERSEN et al., 2008;
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BOUMART et al., 2012), a ponto de contaminar a composteira, que € o local onde se faz a
decomposicéao das aves que morrem diariamente.

O cluster H agrupou as cepas L10, L9 e L15. As duas primeiras apresentaram 100%
de similaridade genética entre si. A cepa L10 foi isolada de visceras de rato encontrado nos
arredores do galp&o que alojava o lote de aves 4, e L9 foi isolada de suabe de cama do aviario.
Ambas as cepas foram isoladas da Granja B em maio de 2009. A cepa L15 foi isolada de
fezes de lote 13 da Granja B, em setembro de 2009, apresentando 96% de similaridade
genética em relagdo as cepas L9 e L10. O isolamento de L15 de fezes de aves alojadas em
outro galpédo (lote 13) indica a disseminacéo desta cepa por animais reservatorios, como aves
silvestres, roedores, outros mamiferos e répteis (KAMPELMACHER, 1987; PEREIRA et al.,
1999), além de veiculos contaminados ou pelo fluxo incorreto de funcionéarios (BERCHIERI
JUNIOR & NETO, 2009).

O cluster | é formado pelas cepas L47, L50 e L51. As cepas L47 e L50, isoladas de
suabe de cama do lote 12 apresentaram 100% de identidade genética entre si e foram isoladas
de granjas localizadas em éreas distintas (Granjas E e C) localizadas a aproximadamente 45
km de distdncia, o que sugere uma fonte comum. Entre as Granjas C e E ndo ocorre
compartilhamento de equipamentos, sendo a ragdo a possivel fonte comum de Salmonella
Senftenberg.

As cepas L4 e L40, que ndo pertencem a nenhum cluster, foram isoladas de farelo de
soja em margo de 2009 e em outubro de 2011, respectivamente. Diferentes sorotipos de
Salmonella séo frequentemente encontrados em ingredientes de ragdo, especialmente em
fontes ricas em proteina (WIERUP & HAGGBLOM, 2010), como o farelo de soja. Por esta
razdo, na empresa estudada, o farelo de soja, que é uma matéria-prima usada na preparacgao da
racdo destinada & alimentagdo das aves, & submetido a tratamento quimico para
descontaminagéo, com produto contendo 9% de &cido propidnico e 33% de formaldeido. Este
tratamento é determinado de acordo com as Boas Préticas de Fabricacdo de Racgdo adotadas
pela empresa, que se baseia na recomendagéo de Carrique-Mas e colaboradores (2007) para
uso do formaldeido para inativacdo de Salmonella em racéo e matéria-prima. O processo de
descontaminacdo é dividido em duas etapas, sendo que a primeira aplicacdo de &cidos
organicos ocorre durante o descarregamento da matéria-prima, sendo adicionados 2 kg do
produto para cada tonelada dos ingredientes vegetais, como o milho, o farelo de soja e o
farelo de trigo, e a segunda aplicacdo do produto ocorre durante a producéo da ragéo, sendo

entdo adicionados 3 kg para cada tonelada de racéo produzida.
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Apos o tratamento quimico, a ragdo é submetida a tratamento térmico, com exposi¢do
a temperaturas entre 82 °C e 85 °C, durante 1 minuto e 47 segundos. Segundo Jones e
Richardson (2004), o tratamento térmico entre 80 °C a 85 °C por 1 minuto elimina Salmonella
na maioria dos casos. Adicionalmente, durante a etapa final de peletizacdo, a racdo sofre
pressdo de 1,5 atm. De acordo com Himathongkham e colaboradores (1996), a peletizacéo e a
extrusdo séo eficientes para reduzir a carga de contaminantes em ragdes e seus ingredientes.
Desta forma, acreditamos que as etapas de tratamento quimico e térmico tenham sido
suficientes para a eliminagdo destas cepas, que ndo foram encontradas em nenhuma das

demais granjas estudadas.
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5 CONCLUSOES

a) As Salmonella Senftenberg isoladas de ingredientes de racdo, ambiente de Fabrica
de Racdo e amostras de aviarios e animais da fauna ao redor de granjas avicolas apresentam
diferentes identidades genéticas, e estdo distribuidas em diferentes clusters de acordo com a
tipagem por PFGE. Estes dados indicam a presenca de diferentes clones de Salmonella
Senftenberg nas diferentes localidades avaliadas neste estudo.

b) Uma Unica cepa de Salmonella Senftenberg foi capaz de disseminar de um ponto
comum, a Fébrica de ragBes, para quatro diferentes granjas por um periodo de um ano, como
observado no cluster G.

c) A fauna ao redor das granjas interage com o0 ambiente das mesmas, como
evidenciado nos clusters D, E, G e H, que mostram cepas isoladas de seriema, sapo, gato do
mato e rato fortemente relacionadas as cepas isoladas nos ambientes das granjas.

d) A associagdo dos resultados de PFGE juntamente as informacdes cronoldgicas e
epidemioldgicas se apresenta como uma boa ferramenta de avaliacdo da rota de disseminacéao

de cepas de S. Senftenberg em ambientes avicolas.
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7 ANEXOS

7.1 Procedimentos de Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)

7.1.1 Preparagao dos plugs com o DNA bacteriano

10.

11.
12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Utilizar col6nias frescas (24-48 horas de incubacéo), que devem estar distantes umas
das outras na placa, para a preparacdo do inoculo.

Preparar uma suspenséo do microorganismo em TSB ou MHB (= 10 mL), transferindo
2-4 colonias? e, apos, incubar os tubos Falcon na estufa a 37 °C durante a noite (no
minimo, 12 horas).

Numerar tubos eppendorfs (1,5 mL) de acordo com o nimero das amostras e pesa-los
em balanca analitica.

Depois de incubadas, centrifugar as culturas liquidas por 15 minutos a 3000 rpm.
Desprezar o liquido sobrenadante, ressuspender o centrifugado em 1 mL de salina
0,9% esteril, vortexar e transferir a suspensdo para os tubos previamente pesados.
Centrifugar os eppendorfs em microcentrifuga por 3 minutos a 13000 rpm e aspirar o
maximo de salino possivel.

Pesar o centrifugado em balanga analitica e adicionar o volume de salina em “ul” igual
a0 peso em “mg” das células do centrifugado?. Homogeneizar bem no “vortex”.
Dissolver a agarose Low Melt 2% em termobloco a 50 °C com o “mix” ligado.
Adicionar 5 pl da suspensdo de células em 300 pl do tampao TEN + 100 pl de
lisozima (se necessaria) e homogeneizar bem no vortex.

Adicionar 340 pl da agarose Low Melt 2% ja dissolvida e misturar bem com a pipeta.
E importante ser rapido neste passo para a agarose no solidificar novamente. Se tiver
muita amostra, deixar a agarose no termobloco.

Adicionar a suspensdo gentilmente nos moldes para plugs da Bio-Rad. Cuidar para
preenché-los por completo, impedindo a formacéo de bolhas.

Deixar 0os moldes esfriando por 15 minutos a 5 °C.

Adicionar 2 mL de tampéo EC aos pocos da placa de microdilui¢do de 12 ou 24 pogos
e identifica-los de acordo com o nimero dos plugs.

Com cuidado, remover os plugs dos moldes e colocéa-los nos respectivos espacos da
placa de microdiluigdo com o tampéo EC.

Incubar os plugs a 37 °C por 5 horas ou overnight.

Aspirar o EC dos pocos, enxaguar os plugs com 5 mL de tampdo CHEF TE, aspirar o
CHEF TE dos pogos e lavar os plugs novamente com o CHEF TE, deixando 10-30
minutos em temperatura ambiente®.

Aspirar o CHEF TE e observar se os plugs ndo estdo grudados um em cima do outro.
Caso estejam, ir desgrudando com a pipeta do proximo passo.

Cobrir os plugs com 2 mL de tampdo ES e 0,1 mL de Proteinase K (solucéo preparada
logo anteriormente ao uso nesta etapa) em cada pogo.

Enrolar a placa de microdiluicdo em papel filme e incubé-la a 50 °C overnight.

1
2

Caso o crescimento do microorganismo seja lento, pode-se utilizar mais colénias.
Por exemplo: peso do tubo vazio = 0,97 g; peso do tubo com o centrifugado = 1,0 g. A diferenca resulta

em 0,03 g, ou 30 mg. Portanto, adicionar 30 pl de salina.

Todas as lavagens (aspiragdes e adigdes de tampdes) podem ser com pipetas Pasteur de plastico.
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19. Aspirar o tampé&o dos pocos onde estdo os plugs e enxagué-los com CHEF TE. Cobrir

20.

os plugs novamente com CHEF TE e deixar 1 hora a temperatura ambiente. Repetir o
procedimento 4 vezes.

Enrolar a placa de microdiluicdo em papel filme e armazené-la a 5 °C até 0 momento
da digestdo. Os plugs podem ficar armazenados em CHEF TE a esta temperatura
durante meses, se necessario.

7.1.2 Limpeza do material utilizado acima

N

Colocar os moldes usados para preparacdo dos plugs em solucdo de hipoclorito 10%
por 1 hora.

Lavar os moldes com agua corrente, cuidando para ndo sobrar restos de agarose.
Enxagua-los com agua destilada e coloca-los para secar em papel toalha na estufa a
35-50 °C.

7.1.3 Digestdo do DNA bacteriano com enzimas de restricéo

©

10.
11.

12.

Numerar a tampa de uma placa de microdiluicdo com 96 pogos de acordo com o
numero dos plugs que serdo digeridos.

Usar mais de uma placa caso as digestdes necessitem temperaturas diferentes para
incubacéo de diferentes enzimas de restrigéo.

Colocar 200 ul de tampao DNS nos espacos que serdo utilizados.

Cortar os plugs do tamanho apropriado, de acordo com o tamanho do pente e do
aparelho de PFGE. O tamanho normal dos plugs € 1 x 1/3, onde 1 corresponde a
largura do dente do pente.

Remover o tamp&o DNS logo que o ultimo plug for colocado na placa. Substituir com
tampédo DNS fresco e incubar em temperatura ambiente por 1 hora.

Repetir 0 passo anterior por 4 vezes, trocando o DNS a cada hora®.

Substituir o DNS com 50 pl do “tampéo de enzima de restrigdo”, que ndo contém a
enzima (ver receita no Quadro 2)°.

Incubar por 1 horaa5 °C.

Substituir este tamp&o sem a enzima de restricdo por 50 pl do “tampao com a enzima
de restrigdo” (ver receita no Quadro 2)°.

Enrolar a placa em papel filme e incub&-la por 1-2 horas a 5 °C.

Incubar por 12-20 horas na temperatura apropriada (Quadro 1), conforme sugerido
pela empresa produtora da enzima.

No Quadro 3 estéo as caracteristicas de cada condigdo de corrida B e C.

4

Os plugs podem ser lavados mais de 4 vezes com o DNS e podem ser incubados a 5 °C durante a noite,

no préprio DNS, caso ndo possa ser feita a digestdo enzimatica no mesmo dia.

No Quadro 1 estdo as enzimas de restricdo recomendadas de acordo com o género e/ou espécie

bacteriana. Os tampdes com e sem a enzima de restricdo podem ser preparados com varias horas de antecedéncia
e devem ser armazenados a 5 °C. a enzima de restricdo s6 deve ser adicionada ao tampédo quando este for
colocado sobre os plugs. A enzima degrada com facilidade e deve ser mantida no freezer at¢ o momento da

digestédo.

6

Observar se todos os plugs estdo cobertos pelo tampdo com a enzima. Se for preciso, com a ajuda de

uma ponteira, deita-los no fundo dos pogos com o tampao.
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Quadro 1. Condigdes das principais enzimas de restricdo utilizadas.

Enzima (°C Tamanho dos fragmentos | Switch-times
digestéo) (kb)

Smal (25 °C) 50 - 250 C

Spel (37 °C) 50 - 300 B/C

Xbal (37 °C) 50 - 400 B

Quadro 2. Receitas dos tampdes com ou sem enzima de restricao.

Sem enzima de Com enzima de
restricéo restricéo
5l Buffer 10x Sul
0,5 ul BSA —se 0,5 ul
necessario
0 Enzima de 1-5ul

restricdo

*: Completar com agua MilliQ ou UltraPure para um volume final de 50 pl. Calcular os
volumes, multiplicando sempre pelo nimero de amostras a serem testadas (+2).

*: O ideal é atingir 20 unidades da enzima de restri¢do por digestdo. Algumas enzimas, como
a Spel, s&o muito caras, e 10 unidades funcionam muito bem (adicionando somente 1 ul da
enzima)!

Quadro 3. Condicdes de corrida dos géis de agarose.

Condicéo | Switch-time | Volts/ | Tempo de Separacédo dos
corrida | (inicial - final) | cm corrida | fragmentos em kb
B 5.0-60.0 6.0 23 horas 50 — 500
C 5.0-30.0 6.0 23 horas <50 - 500

7.1.4 Preparacdo do gel de agarose’

1. Junto com os plugs preparados com o DNA bacteriano deve ser corrido um marcador
de peso molecular — Lambda DNA ladder® é o mais comumente utilizado.

2. Preparar a agarose de acordo com as receitas do Quadro 4. Cobrir o frasco, impedindo
a evaporagédo durante o agquecimento em microondas (£ 2 minutos). Deixar esfriar em
banho-maria a 58-60 °C.

3. Montar o molde do gel numa bancada reta e nivelar com a ajuda do nivel (bulls-eye
level). Prender o pente na barra de acrilico, deixando um espago de 1-2 mm entre o
final do pente e 0 molde do gel — para ndo furar o gel quando o pente for colocado
nele.

4. Ajustar o pente horizontalmente entre duas estantes pequenas e colocar os plugs e os
marcadores moleculares na ponta dos dentes do pente e na ordem em que Serdo
corridos no gel.

5. Usar papel filtro ou pipeta para remover qualquer excesso de liquido dos plugs.

! Sempre fazer um pouco a mais de gel para a fixacdo dos plugs no pente e também para fechar os

orificios deixados pelo pente apds este ser retirado do gel.
8 Deve ser armazenado em freezer e, quando utilizado, ser cortado bem fino e colocado nas extremidades
das amostras no pente de corrida.
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. Deixar o gel solidificando por *
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Retirar 10 mL de agarose do frasco grande e colocar num tubo de ensaio. Desta
aliquota, gotejar agarose em cima de cada plug, prendendo-os no pente. Esperar
aproximadamente 10 minutos para solidificar a agarose.

. Gentilmente, virar o pente com 0s plugs presos nos dentes para a posi¢do vertical e

coloca-lo sob o molde, em uma das extremidades do gel.

Despejar a agarose dissolvida no molde do gel, pela extremidade oposta do pente, o
mais longe possivel dos plugs.

30 minutos. Com cuidado, remover o0 pente e
examinar se os plugs ficaram presos nos espagos vazios do gel.

Pegar a amostra de agarose separada no tubo de ensaio e preencher todos 0s espacos
vazios do gel, onde estardo presos os plugs.

Quadro 4. Receitas do gel de agarose.

2 géis 1 gel 2 géis 1 gel
grandes grande pequenos pequeno
TBE 10x 1475 mL | 8,625 mL 115 mL 58 mL
Agua 305,24 mL | 163,87 mL | 218,5mL 109,3 mL
destilada
Agarose 320 1729 2,30 124g

7.1.5 Como ligar o aparelho e correr o gel de agarose

1.
2.

w

o o

~

10.

11.

12.

13.

Usar o nivel para nivelar a cuba do aparelho.

Colocar na cuba 1900 mL de H,O destilada com a proveta e 100 mL de tamp&o TBE
10x com a pipeta (obtendo-se um TBE 0,5x), espalhando bem o tamp&o pelo centro da
cuba para ndo afetar os eletrodos.

Ligar o aparelho na unidade principal.

Ligar a bomba (pump) no maximo (100) — para circular bem o tamp&o por alguns
minutos — e observar se o termdmetro esta bem posicionado dentro da cuba.

Ligar o Chiller e ajusta-lo a temperatura apropriada (13 °C) para a corrida.

Com luvas, colocar o gel na cuba, retirando todas as bolhas que possam estar debaixo
do gel.

Fechar a tampa da cuba corretamente.

Deixar o gel “equilibrando” no aparelho por 30-60 minutos, para que ele atinja a
temperatura de 13 °C.

Ajustar o tempo (switch time) inicial e final, o tempo de corrida, a voltagem — conferir
dados no Quadro 3 — e dar inicio a corrida, apertando o start no aparelho.

Observar ap6s 1 hora se o gel estd correndo bem, se a temperatura estd adequada e se
existe corrente (algum nimero diferente de zero).

Quando terminar a corrida, desligar o aparelho na ordem reversa: Chiller, bomba e
aparelho principal.

Tirar com cuidado o gel do aparelho e coloca-lo num recipiente para corar. Adicionar
ao recipiente 250 mL de agua destilada e 20 pl de brometo de etidio, deixando a
temperatura ambiente por 1 hora. Desprezar o brometo de etidio em um galdo especial
e enxaguar o gel com agua destilada. Cobrir o gel com agua destilada (sem o brometo
de etidio) e deixar descorando por mais 1 hora.

Visualizar o gel sob luz UV e fotografa-lo.
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