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RESUMO

Com a expansao da avicultura, ocorreu um aumento no nimero de aves alojadas,
concentrando as produgdes e, consequentemente, facilitando a disseminagdo de doengas.
Entre as doengas transmitidas pelo consumo dos produtos avicolas, a s almonelose tem
especial importancia. Nos ultimos anos tem ocorrido um aumento na prevaléncia do
sorovar Salmonella Enteritidis em todo o mundo, sendo o mais isolado. A patogenia da
Salmonella e a forma como ela interage com seu hospedeiro sdo fendmenos multifatoriais e
complexos. Entre os principais fatores de viruléncia da Salmonella estdo os genes de
viruléncia. O objetivo deste trabalho foi a pesquisa de genes associados a viruléncia em
cepas de S. Enteritidis oriundas de diferentes origens avicolas. Realizou-se a pesquisa de
nove genes de viruléncia (IpfA, agfA, sefA, invA, hilA, avrA, sopE, sivH, spvC) em 84
amostras de S. Enteritidis. Os genes invA, hilA, sivH, sefA e avrA estiveram presentes em
100% das amostras (84/84); IpfA e SOpE em 99% (83/84); agfA em 96% (81/84); e o gene
spvC em 92% (77/84). Foi possivel caracterizar as amostras em quatro diferentes perfis
genéticos, sendo P1 positivo para todos os genes, P2 negativo apenas para spvC, P3
negativo apenas para agfA e P4 negativo para IpfA, spvC e SopE, sendo o grupo P1 o mais
prevalente. Apesar de todas as cepas pertencerem a um mesmo sorovar, observou-se uma
variagdo na presenca dos genes de viruléncia. Os perfis estabelecidos e as frequéncias
obtidas podem servir para a escolha de cepas a serem utilizadas para realizacdo da PFGE e

em futuros estudos in vivo.

Palavras-chave: Salmonella Enteritidis, genes, viruléncia, PCR.



ABSTRACT

The poultry industry has been characterized by an increase in the number of housed
animals in recent years, concentrating the production and facilitating the spread of many
diseases. Among all illness transmitted by food, including meat and eggs, salmonellosis is
of particular importance. Currently, there has been an increase in prevalence of islament
of Salmonella Enteritidis all around the world. The pathogenesis of Salmonella and how it
interacts with the host are a complex and multifactorial phenomenon. Among virulence
factors of Salmonella, the virulence genes are the most important. The aim of this survey
was to search for genes associated with virulence in strains of S. Enteritidis isolated from
different origins, all from poultry. We conducted a search of nine virulence genes (IpfA,
agfA, sefA, invA, hilA, avrA, sopE, sivH, spvC) in 84 samples of S. Enteritidis. The genes
invA, hilA, sivH, sefA e avrA were present in 100% of samples (84/84); IpfA and sopE in
99% (83/84); agfA in 96% (81/84); and spvC in 92% (77/84) of them. It was possible to
characterize the samples in four different genetic profiles, P1 being positive for all genes,
P2 negative only for spvC, P3 negative only for agfA and P4 negative for IpfA, sopE and
spvC. The P1 was the most prevalent. Despite all the strains belong to the same serovar, it
Is possible to observe a variation in the presence of virulence genes. These established
profiles and gene frequencies obtained are useful to select strains to be used in PFGE and

in future in vivo studies.

Key-words: Salmonella Enteritidis, genes, virulence, PCR.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a produgdo brasileira de frango apresentou um aumento
expressivo, sendo um importante fator de desenvolvimento econdémico e social para o pais.
Apesar da grande crise que abalou a economia mundial em 2008, com reflexos em
diferentes setores, a producdo mundial de carne de frango aumentou em 2009. S egundo
dados do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) a avicultura mundial
produziu em 2009 cerca de 71,8 milhdes de toneladas de carne de frango, aproximadamente
280.000 toneladas a mais que em 2008, indicando um aumento de 0,39%. Este aumento,
mesmo que pequeno, ¢ considerado positivo, visto que este foi um periodo de recuperagao.
Dados da Unido Brasileira de Avicultura (UBABEF, 2009) mostram que, assim como em
2008, o Brasil encerrou o ano de 2009 como o terceiro maior produtor mundial de carne de
frango, produzindo 10,9 m ilhdes de toneladas, correspondendo a 15,3% da produgdo
mundial. Em primeiro e segundo lugares encontram-se Estados Unidos e China,
respectivamente. A previsdo ¢ que em 2010 o Brasil tenha produzido aproximadamente
11,5 milhdes de toneladas de carne de frango. De acordo com or elatério anual da
UBABEF, em 2009, o Brasil exportou 3,6 milhdes de toneladas de carne de frango, 0,3% a
menos que em 2008. Com a crise financeira internacional, alguns mercados compradores
retrairam suas importagdes, como a Asia, Unido Européia e as Américas, os quais
apresentaram, respectivamente, redugdao de 7,6%, 5,8% e 34,3%. Por outro lado, outros
mercados emergentes aumentaram as importagdes do produto brasileiro, como o Oriente
Médio e a Africa, com um aumento de 22,7% e 22,2%, respectivamente. Os dados da UBA
(2009) também demonstram que o Brasil foi o quarto maior consumidor de carne de frango
em 2009, totalizando cerca de 7,8 milhdes de toneladas, 11% dot otal consumido
mundialmente. Os trés maiores consumidores foram Estados Unidos, China e U nido
Européia. Para 2010, ocorreu um aumento no c onsumo brasileiro de carne de frango,
atingindo cerca de 8 milhdes de toneladas.

Para que a producgdo de carne de frango alcancasse os niveis atuais, ocorreu uma
expansao da avicultura industrial em todo o mundo. Durante esta expansao, aumentou-se o

numero de aves sendo produzidas, concentrando-se mais aves em um menor espago fisico.
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Este aumento na concentracdo de aves gerou um maior risco de disseminacdo de doengas,
que pode ser agravado se ndo houver boas medidas de biosseguridade.

Entre as doencas que acometem as aves, t€ém especial importancia aquelas que
podem ser transmitidas ao homem através da carne e dos ovos. Desta forma, tornam-se
ainda mais importantes os estudos que visam prevenir estas doencas nos plantéis avicolas.
A Salmonella aparece como um dos principais agentes causadores de infec¢ao alimentar em
humanos. A presenga desta bactéria na carne de frango ¢ uma importante barreira para as
exportacdes do produto, além de ser um risco potencial a saide humana (WRAY; WRAY,
2000).

Devido a grande importancia de se prevenir que alimentos contaminados com
Salmonella cheguem aos paises importadores ¢ a mesa do consumidor, os principais paises
exportadores t€ém adotado medidas de controle para este e outros patdgenos. No Brasil o
controle ¢ baseado em dois programas principais que buscam a reducdo e prevengao contra
agentes causadores de importantes doencas nas aves € no homem. O Programa Nacional de
Sanidade Avicola (PNSA) e o Programa de Redu¢ao de Patdégenos (PRP) visam a obtencao
de alimentos inocuos através de medidas de controle na cadeia de producao avicola. Devido
a estes programas, muitos estudos tém sido desenvolvidos com o objetivo de se conhecer
melhor esta bactéria e de se estabelecer medidas mais eficazes para o controle de
Salmonella spp. nos plantéis avicolas e no produto final (BRASIL, 1994; BRASIL, 2003).

Devido aesta importancia, os aspectos fisiologicos, estruturais e antigénicos da
Salmonella sao bastante pesquisados e conhecidos. Por outro lado, estudos moleculares
ainda sdo insuficientes para se definir a forma exata de como ela interage com seus
hospedeiros para causar doengas. Recentemente, tém surgido novos dados a respeito da
identificacao de genes que sintetizam os fatores responsaveis pela sua viruléncia.

O objetivo deste trabalho foi pesquisar nove genes associados a viruléncia em cepas
de Salmonella Enteritidis isoladas de amostras de diferentes origens avicolas e determinar

perfis genéticos das amostras.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O género Salmonella

2.1.1 Caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas

O género Salmonella esta amplamente distribuido no ambiente em todo o mundo.
Foi isolado e identificado pela primeira vez em 1885, por Daniel Elmer Salmon.
Pertencente a familia das enterobactérias, ¢ um bacilo curto, Gram negativo, aerdbio e
anaerobio facultativo, ndo capsulado, ndo formador de esporo e movel (com exceg¢do dos
sorovares S. Pullorum e S. Gallinarum), com flagelos peritriquios. A temperatura para
otimo crescimento € de 37°C, mas crescem entre 5° ¢ 45°C. Crescem em pH entre 4 ¢ 9,
sendo 7 o pH ideal. Os membros deste género sdo oxidase negativos, catalase positivos,
indol, urease e Voges Proskauer negativos, vermelho de metila e citrato de Simmons
positivos, lisina e ornitina descaboxilase positivos. A maioria dos sorovares produz gas
sulfidrico (H;,S). A glicose e outros carboidratos sao metabolizados com produgdo de gas e
acido pela maioria dos sorovares. Normalmente sdo fermentadores de L-arabinose, D-
sorbitol, maltose, D-manitol, D-manose, L-rhamnose, trehalose e D-xylose, porém nao

fermentam a lactose e a sacarose (GAST, 1997; GAST, 2008).

2.1.2 Classificagao

O género Salmonella consiste de apenas duas espécies: Salmonella enterica e
Salmonella bongori. A espécie Salmonella enterica é dividida em seis subespécies: S.
enterica subespécie enterica (I), S. enterica subespécie salamae (II), S. enterica subespécie
arizonae (Illa), S. enterica subespécie diarizonae (Illb) , S. enterica subespécie houtenae
(IV) e S. enterica subespécie indica (VI). Essas subespécies podem ser diferenciadas
bioquimicamente ou por analise antigénica. Bactérias classificadas como Salmonella
enterica subespécie enterica consistem em 99,5% dos micro-organismos isolados deste

género (GRIMONT; WEILL, 2007).
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Além da classificagdo em espécies e subespécies, existe a classificagdo das cepas
em sorogrupos. A Salmonella, assim como outras enterobactérias, possui antigenos O
(somaticos) e antigenos H (flagelares). Alguns grupos desta bactéria também possuem o
antigeno Vi (capsular) (BRENNER et al., 2000). Os antigenos O sdo polissacarideos
termoestaveis localizados na superficie da parede celular bacteriana, enquanto os antigenos
H sao constituidos por proteinas termolabeis, sendo algumas vezes produzidas em duas
diferentes fases (1 e 2) (POPOFF; LE MINOR, 1997). As subespécies de Salmonella sao
divididas em 50 s orogrupos, classificadas com base no antigeno O. Os dois principais
sorogrupos sdo o B e o D;. No grupo B estdo sorovares como S. Typhimurium e S.
Heidelberg, enquanto que no grupo D; se destaca a S. Enteritidis (POPOFF, 2001). Dentro
dos sorogrupos, existe, ainda, acl assificagdo em sorovares. Atualmente, ja foram
identificados mais de 2.500 sorovares dentro do género Salmonella, sendo que cerca de
60% dos sorovares isolados de diferentes fontes pertencem a subespécie enterica
(GRIMONT; WEILL, 2007; LIBBY et al., 2008). Quando foram feitas as primeiras
identificagdes de Salmonella spp., o nome do sorovar era escolhido com base no hospedeiro
na qual ocorreu o pr imeiro isolamento. Conforme o Center of Disease Control and
Prevention (CDC — EUA), nas cepas isoladas atualmente, o nome do sorovar deve ser
escolhido conforme a regido geografica em que foi isolado. Os sorovares também podem
ser denominados através de sua formula antigénica: designagdo da subespécie (I a VI),

antigenos O e antigenos H (BRENNER et al., 2000).

2.2 Salmonelose nas aves

A Salmonella spp. pode causar trés doencas clinicas nas aves: Pulorose, Tifo ¢
Paratifo Aviario. A Pulorose éu ma doenga causada pela Salmonella Pullorum, de
ocorréncia em aves jovens, com menos de trés semanas de idade. A transmissdo ocorre pela
via horizontal (contato direto com aves portadoras, roedores, aves silvestres) ou pela via
vertical (transovariana e extragenital). A sintomatologia em aves jovens € car acterizada
pela presenca de uma diarréia pastosa, de coloracdo esbranquicada, e alta mortalidade,
enquanto que as aves adultas geralmente sdo assintomaticas, podendo apresentar queda de

postura de 30%. O Tifo ¢é causado pela Salmonella Gallinarum, sendo mais comum em aves
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adultas. A transmissdo ocorre principalmente pela via horizontal, através do contato de aves
suscetiveis com aves portadoras, roedores e aves silvestres. O principal sinal clinico ¢ a
presenca de diarréia amarelo-esverdeada, ¢ na necropsia observa-se uma coloracao
“bronzeada” (marrom-esverdeada) do figado (CHARLTON et al., 2006; SHIVAPRASADI,
BARROW, 2008; BERCHIERI JUNIOR; FREITAS NETO, 2009). No passado, estas duas
doengas representavam um grande problema para a industria avicola, pois ocasionavam
perdas econdmicas nos plantéis avicolas, devido a perda de peso, as condenagdes ao abate,
ao aumento da mortalidade, entre outras. Com o aumento das medidas de controle e
biosseguridade nos ultimos anos, estes sorovares foram praticamente erradicados dos
plantéis avicolas industrializados (SILVA; DUARTE, 2002; BERCHIERI JUNIOR;
FREITAS NETO, 2009). O Paratifo Aviario é causado pelos sorovares de Salmonella que
ndo sao adaptados as aves, como S. Enteritidis e S. Typhimurium (GAST, 2008;
BERCHIERI JUNIOR; FREITAS NETO, 2009). Estes sorovares sdo mais importantes em
questdes de saude publica do que pelo impacto econdomico que causam em plantéis
acometidos (CHARLTON et al., 2006). As aves jovens sdo mais suscetiveis, podendo
apresentar uma sintomatologia semelhante aquela causada por Salmonella Pullorum. Assim
como na Pulorose, as aves mais velhas sdo mais resistentes e geralmente sdo assintomaticas
ou apresentam queda de postura em torno de 10%. Os sorovares causadores do P aratifo
podem permanecer no trato digestivo das aves até o periodo de abate, contaminando o
produto final. Nas aves poedeiras, a bactéria permanece no trato reprodutor, contaminando
os ovos produzidos. Estes sorovares sdo os principais responsaveis pelas infeccoes
alimentares em humanos (CHARLTON et al., 2006; GAST, 2008; BERCHIERI JUNIOR;
FREITAS NETO, 2009).

2.3 Epidemiologia e importancia das salmoneloses em satde publica

A Salmonella spp. é considerada uma bactéria cosmopolita, com distribuigdo em
praticamente todos os paises. Surtos de salmoneloses sdo bastante comuns no continente
Africano e no Asiatico. Estudos realizados nestes locais demonstraram que a prevaléncia de
Salmonella spp. varia de 11,6% até 32% em carcagas ¢ c ortes de frango (VERMA;
GUPTA, 1997; LIMAWONGPRANEE et al., 1999; CARDINALE et al., 2003; MORITA
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et al., 2003). Ainda hoje ha isolamento de Salmonella spp. de produtos de origem avicola
na Europa. As taxas de prevaléncia variam entre 35,83% na Espanha e 91,3% na Poldnia.
Em outros paises, a taxa permanece inferior a 50% (BERNARDO; MACHADO, 1989;
MACHADO; BERNARDO, 1990; ARVANITIDOU et al., 1998; DOMINGUEZ et al.,
2002; GLOSNICKA; KUNIKOWSKA, 2002).

No Brasil existem muitos estudos de prevaléncia e frequéncia de isolamento de
Salmonella spp. em produtos de origem avicola. Um estudo realizado em 1996 pesquisou
este micro-organismo em 45 cortes (15 peitos, 15 asas e 15 coxas) oriundos do comércio de
Jaboticabal (SP). Dos cortes examinados, 35% estavam contaminados, sendo 46,6% de
asas, 40% de peito e 20% de coxas. Neste estudo foram identificados 10 s orovares de
Salmonella spp., sendo que o sorovar mais prevalente foi S. Enteritidis (COSTA et al.,
1997). No periodo de 1996 a 1997, 32% das amostras de carcagas de frango analisadas em
Sao Paulo apresentaram a bactéria (SANTOS et al., 2000). Conforme a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2008), os dez sorovares mais frequentemente isolados de

carcacas de frango e aves vivas no Brasil em 2008 estdo listados na Tabela 1.

Tabela 1 - Sorovares mais prevalentes em aves vivas e carcagas de frango no Brasil.

Sorovares Prevaléncia (%)
S. Enteritidis 48,8
S. Infantis 7,6
S. Typhimurium 7,2
S. Heidelberg 6,4
S. Mbandaka 4.8
S. Agona 3,6
S. Rissen 32
S. Panama 2,0
S. Give 2,0
S. Ohio 1,2
S. Senftenberg 1,2

Fonte: BRASIL (2008)

Um trabalho realizado em Pelotas (RS) de 1997 a 1998 encontrou Salmonella spp.
em 10,48% das amostras (13/124) de produtos de frangos pesquisados (BAU et al., 2001).
Pesquisou-se Salmonella spp. em 470 amostras de superficies, agua, carcacas de frango,

cortes, visceras e residuos de matadouros-frigorificos da regido sul do B rasil. Foi
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encontrada uma prevaléncia de 2,6%, sendo 10% de dgua de escaldagem, 6,7% de pernas
frescas, 10% de asas congeladas, 20% de pele de peito e pernas e 10% da pele do pescoco
(REITER et al., 2007). Outro estudo realizado no RS detectou Salmonella spp. em 15,1%
das carcacas analisadas e em 26,1% amostras de cortes de frango. Os principais sorovares
identificados foram S. Enteritidis (51%), S. Hadar (26%) e S. Heidelberg (11%)
(NASCIMENTO et al., 1996). Contudo, nao foi isolada Salmonella spp. em nenhum dos
564 ovos analisados em Pelotas em 1996 (BAU et al., 2001). Estima-se que apenas um de
cada 20.000 ovos comerciais produzidos nos Estados Unidos (EUA) esteja contaminado
pelo micro-organismo (EBEL; SCHLOSSER, 2000). Ovos com casca integra,
artificialmente contaminados com fezes contendo S. Enteritidis e ar mazenados em
ambientes com oscilacoes de temperatura e u midade ndo apresentaram tendéncia de
invasdo do micro-organismo para o interior do ovo (BORGES et al., 2009).

Mesmo com a crescente preocupacdo com os patogenos emergentes nos ultimos
anos, a Salmonella continua sendo a principal causa de infec¢do alimentar no m undo.
Segundo o Center for Disease Control and Prevention (CDC), a salmonelose é responsavel
por, pelo menos, 1,4 milhdes de doentes, 15.000 hospitalizagdes e 400 mortes por ano nos
Estados Unidos (GAST, 2008). Alguns sorovares sdo espécies-especificos, mas a maioria
pode afetar uma grande variedade de hospedeiros, incluindo o hom em (DARWIN;
MILLER, 1999). Durante o periodo de 1997 a 2007, o C entro Estadual de Vigilancia em
Satde (CEVS/ RS) recebeu 1.777 not ificagdes de surtos de doencas transmitidas por
alimentos. Deste total, 669 (37,6%) deles foram causados por diferentes sorovares de
Salmonella. Mais de 50 casos estdo relacionados ao consumo de carne de frango, e quase
400 foram ocasionados pelo consumo de salada de maionese contendo ovos crus
(FIGUEIREDO, 2008). Apesar desta alta relagdo entre o consumo de ovo e os surtos
alimentares envolvendo micro-organismos do gé nero Salmonella, poucos estudos
demonstram o isolamento da bactéria diretamente dos ovos disponiveis para o consumo.
Em uma tentativa de isolamento de Salmonella em 19 amostras de alimentos envolvidos em
dez surtos alimentares relacionados a salmonelose em 2005 no RS, relacionaram-se ovos,
maionese ¢ carne de frango em oito destes surtos. As maiores contagens de Salmonella

foram encontradas em alimentos contendo maionese (MUERMANN et al., 2008).
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2.4 Salmonella Enteritidis

Nos paises europeus, o1 solamento de S. Enteritidis tem aumentado
consideravelmente nos ultimos anos. Em Portugal, no pe riodo de 1986 a 1987, foram
analisadas 300 amostras de carcagas de frango, onde se isolou Salmonella spp. de 55%
delas, sendo S. Enteritidis o sorovar mais prevalente (65,5%) (BERNARDO; MACHADO,
1989, MACHADO; BERNARDO, 1990). Em relagcdo a prevaléncia de sorovares
circulantes na Europa, de 1962 a 1991, obs ervou-se um aumento da ocorréncia de S.
Enteritidis de 93,8% (GLOSNICKA; KUNIKOWSKA, 2002). De 1978 a 1988, detectou-se
a presenga de S. Enteritidis em 5,45% dos 118.685 isolados de Salmonella a partir de
humanos e 2,65% dos 3.315 1solados ap artir de alimentos na Italia. S. Enteritidis foi
relatada em 7,4% dos 568 isolados de Salmonella a partir de ovos e carne de frango
(FANTASIA et al., 1991). Ja no periodo de 1982 a 1992, observou-se que o isolamento de
S. Enteritidis em humanos acometidos pela salmonelose aumentou de 2,4% para 57,1%, ¢ a
partir das amostras de alimentos aumentou de 0,5% para 22.8% (FANTASIA; FILETICI,
1994).

O isolamento de S. Enteritidis em surtos de intoxicagdo alimentar tem aumentado
nos ultimos anos na América do Norte, segundo alguns estudos. No Canada, a prevaléncia
de S. Enteritidis em humanos aumentou de 9% para 12% de 1989 a 1991 (POPPE, 1994).
Nos Estados Unidos, a S. Enteritidis ¢ os egundo sorovar mais frequente em fontes
humanas, sendo S. Typhimurium o mais frequente, € o nono em amostras clinicas nao
humanas em 2001 (OLSEN et al., 2001).

Esse aumento na prevaléncia do sorovar S. Enteritidis também foi observado nos
paises da América do Sul. Desde 1994, a ocorréncia de S. Enteritidis no Chile aumentou
3.000%, se comparada as baixas taxas dos anos anteriores, sendo que as razdes para a
emergéncia deste sorovar ndo estdo bem esclarecidas (PRAT et al., 2001). Assim como nos
outros paises, também houve um aumento de S. Enteritidis na Argentina desde 1986. Entre
1986 e 1993, foram relatados 150 surtos de infec¢des alimentares por S. Enteritidis,
afetando cerca de 6.230 pessoas (CAFFER; EIGUER, 1994).

A partir de 1993, a S. Enteritidis emergiu como um grande problema de saude

publica no Brasil, visto que era raramente isolada de infec¢cdes humanas até 1990. Desde
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entdo sua prevaléncia tem aumentado e passou a corresponder a mais de 60% dos sorovares
isolados no Instituto Adolfo Lutz, a partir de 1995. Alguns autores afirmam que a grande
prevaléncia de S. Enteritidis em aves pode estar relacionada com as tentativas de
erradicagdo de S. Gallinarum dos plantéis, uma vez que este excluia competitivamente a S.
Enteritidis (SILVA; DUARTE, 2002). Um estudo analisou 2.254 amostras de Salmonella
spp. isoladas de infecgdes humanas de 1991 a 1995. Em 1991, apenas 1% das amostras
pertencia ao sorovar S. Enteritidis, aumentando para 2% em 1992, 10,1% em 1993, 43,3%
em 1994 ¢ 64,9% em 1995 (TAVECHIO et al., 1996). De 4.581 amostras de Salmonella
spp. isoladas no Brasil a partir de fontes ndo humanas entre 1996 e 2000, 32,7% pertenciam
ao sorovar S. Enteritidis (TAVECHIO et al., 2002). Das 669 not ificagdes de doengas
transmitidas por alimentos relacionadas ao género Salmonella, recebidas pelo CEVS/ RS,
entre 1997 e 2007, 80,8% foram causadas pelo sorovar S. Enteritidis e 3,5% pelo sorovar S.

Typhimurium (FIGUEIREDO, 2008).

2.5 Patogénese da infeccéo

A transmissdo para o homem geralmente ocorre através do consumo de alimentos
contaminados, principalmente carnes e ovos, mas a infec¢dao entre humanos e entre animais
e humanos também pode ocorrer (PROST; RIEMANN, 1967; DARWIN; MILLER, 1999).
ApoOs aingestao oral, as bactérias que sobreviveram ao baixo pH provocado pelo acido
cloridrico, colonizam o intestino, principalmente nas Placas de Peyer, onde estdao
localizadas as células M. Depois da colonizagdo intestinal, a Salmonella invade as células
M e os enterocitos, com auxilio do Sistema de Secre¢do do Tipo III (GAL-MOR, 2010).
Estudos com camundongos demonstram que, das bactérias ingeridas e que resistiram ao
baixo pH, 80% delas sdo eliminadas diretamente nas fezes, 15% permanecem na superficie
das células intestinais e apenas 5% delas invadem o epitélio. Apos a invasdo celular, as
células bacterianas sdo fagocitadas por macrofagos. Quando os macréfagos conseguem
deter a bactéria, ela causa apenas a infeccao local no trato digestivo. Por outro lado, quando
as bactérias conseguem permanecer viaveis dentro dos macrofagos, ocorre a infecgdo
sistémica. Dentro dos macrofagos, a Salmonella consegue se multiplicar e ¢ levada a todo o

organismo (BAUMLER et al., 1997). Através de proteinas efetoras, a bactéria provoca a
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apoptose desses macrofagos e, utilizando-se de um segundo tipo de Sistema de Secrecdo do
Tipo III (codificado por outra regido do DNA bacteriano), o0 micro-organismo consegue sair
desta cé€lula e voltar para o lumen intestinal para ser eliminado através das fezes (GAL-
MOR, 2010). Esta sequéncia de fatos leva a uma lesao dos vilos intestinais e a reducdo da
superficie de absor¢cdo. A Salmonella também faz com que ocorra influxo de células
polimorfonucleares para a mucosa infectada, induzindo a uma diarréia aquosa que pode
conter sangue (WALLIS; GALYOV, 2000). A salmonelose pode causar diversos sintomas,
como infec¢des focais, febre entérica, septicemia e enterocolite, sendo este ultimo o mais
comum (DARWIN; MILLER, 1999). A severidade da doenca depende do sorovar e da
imunidade do hospedeiro. Pessoas muito jovens ou imunologicamente debilitadas tendem a
apresentar quadros clinicos mais severos, enquanto que em adultos saudaveis a enterite
tende a ser auto-limitante (WALLIS; GALYOV, 2000). O periodo de incubacao varia de 6
a 48 horas e ¢ seguido de cefaléia, dor abdominal, vomito e diarréia (DARWIN; MILLER,
1999).

2.6 Patogenicidade e Fatores de Viruléncia

Os micro-organismos patogénicos se distinguem de outros da mesma espécie por
possuirem e expressarem genes que codificam os fatores de viruléncia (VIEIRA, 2009), que
conferem a bactéria a habilidade de causar doenga no seu hospedeiro (VAN ASTEN; VAN
DIJK, 2005). Estes fatores propiciam a invasdo e colonizacdo das células do hospedeiro
pelo micro-organismo, levando a ocorréncia de uma série de eventos que levam ao
aparecimento da doenga. Estes fatores podem ser mecanismos de invasdo, que interfiram na
resposta imune do hospedeiro ou mecanismos de resisténcia a antimicrobianos (VIEIRA,
2009). Os fatores de viruléncia podem estar localizados no pr 6prio cromossomo da
bactéria, como nas Ilhas de Patogenicidade, ou em elementos genéticos transmissivesis,
como transposons, plasmideos e bacteriofagos (VAN ASTEN; VAN DIJK, 2005).

A Salmonella spp. encontra uma série de microambientes ao longo do seu processo
de infeccdo, além da necessidade de sobreviver aos processos do s istema imune do
hospedeiro. Para se adaptar a estas condigdes, a bactéria necessita de um grande niimero de
genes. Os genes envolvidos nos processos de captagdao e/ou biossintese de nutrientes, de

resposta ao Stress e de recuperacdo dos danos ac €lula bacteriana sdo chamados de
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housekeeping genes. Estes genes sdo necessarios para a m anutengdo da viabilidade da
célula bacteriana e sdo comuns a bactérias da mesma familia, como Escherichia coli. Um
segundo grupo de genes distingue a Salmonella spp. de outras bactérias de géneros
semelhantes. Neste grupo estdo aqueles genes necessarios para a adaptacdo da bactéria a
célula hospedeira e para que ela supere os mecanismos de defesa do hospedeiro (HACKER;
CARNIEL, 2001).

A viruléncia da Salmonella estda relacionada a combinacdo dos fatores
cromossomais ¢ plasmidiais (OLIVEIRA et al., 2003). Entre eles estdo aqueles
relacionados a habilidade de penetrar e replicar nas células epiteliais, a resisténcia a acao do
sistema complemento, a produgdo de toxinas e a resisténcia a antimicrobianos
(RODRIGUES, 2005). A patogenia da Salmonella ¢ um fenomeno multifatorial e complexo
(WALLIS; GALYOV, 2000), de forma que as estratégias tradicionais de epidemiologia, as
quais sao baseadas em métodos de andlise fenotipica, sdo bastante uteis, mas também sao
limitadas (OLIVEIRA et al., 2007). O uso da biologia molecular, em associacdo com
modelos de estudo in vivo, tem permitido um maior entendimento dos mecanismos pela

qual a Salmonella interage com o hospedeiro (WALLIS; GALYOV, 2000).

2.6.1 Fatores relacionados a estrutura celular

2.6.1.1 Lipopolissacarideo

O lipopolissacarideo (LPS) esta situado na parede de bactérias Gram negativas e ¢
composto por trés regides: cadeia de polissacarideos (antigenos O), oligossacarideo (regido
do core) e molécula lipidica (lipideo A). As propriedades toxicas do LPS estao relacionadas
ao lipideo A. O LPS provoca uma série de reagdes que estao envolvidas com a patogénese
das infec¢des por Salmonella spp., sendo considerada uma endotoxina (PERRY, 1993). O
LPS ¢ responsavel pela inducdo de efeitos patofisiologicos no hospedeiro, como febre,
hipotensdao, leucocitose, inflamacdo, choque séptico e morte (PERRY, 1993;

FREUDENBERG et al., 2001).

2.6.1.2 Flagelos
A maioria dos sorovares de Salmonella possui cerca de 5a 10 flagelos que

conferem motilidade as bactérias. Os genes responsaveis pelos antigenos flagelares de fase
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1 e 2 para Salmonella sao expressas pelos genes fliC e fljB, respectivamente. Estes genes
estdo localizados em duas regides diferentes no cromossomo, podendo ser transcritos de
forma alternada. Desta forma, pode ocorrer uma inversdo reversivel de fase flagelar
(ECHEITA et al., 2002). A variagdo de fase flagelar pode estar relacionada com a
capacidade da Salmonella de nao ser inativada pelo sistema de defesa do hospedeiro (VAN
ASTEN; VAN DIJK, 2005).

2.6.1.3 Fimbrias

As fimbrias sdo filamentos protéicos mais curtos que os flagelos e sdo produzidas
na superficie da bactéria (CLOUTHIER et al., 1993). Sdo compostas por apenas uma
proteina estrutural, a pilina, e estdo dispostas de maneira helicoidal na superficie bacteriana.
As fimbrias sdo responsaveis pela fixagdo da bactéria ac €lula do hospedeiro, sendo
essenciais para a patogenicidade de Salmonella (CLOUTHIER et al., 1993; BISHOP et al.,
2006). Esta adesdo a superficie ¢i mportante na interagdo bactéria-hospedeiro, na
colonizagdo e invasdo de células intestinais, na persisténcia ambiental e na formagao de
biofilmes (GIBSON et al., 2007).

Existem diferentes tipos de fimbrias, sendo que os mais importantes e estudados
sdo: fimbrias dotipo I (Fim), fimbrias codificadas por plasmideos (Plasmid Encoded
Fimbriae — PEF), fimbria polar longa (Long Polar Fimbriae — LPF) ¢ fimbrias agregativas
(Aggregative fimbriae -AGF). Estudos demonstram que cada uma destas fimbrias possui
tropismo por diferentes tipos de células em diferentes hospedeiros. As cepas pertencentes
ao grupo Dy, incluindo o sorovar S. Enteritidis, também possuem a fimbria de Salmonella

Enteritidis (Salmonella Enteritidis Fimbriae — SEF) (DARWIN; MILLER, 1999).

2.6.1.3.1 Gene IpfA

A fimbria longa polar ¢ mais longa do que as demais fimbrias e esta polarmente
localizada na célula bacteriana. O operon IpfABCDE, que apresenta cinco genes, foi
identificado pela primeira vez em uma cepa de S. Typhimurium. Este operon nao ¢
encontrado em outras bactérias pertencentes af amilia das enterobactérias, como
Escherichia coli, e parece estar presente somente em alguns sorovares de S. enterica e em

S. bongori (BAUMLER; HEFRON, 1995; DARWIN; MILLER, 1999). O operon Ipf pode
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estar ativado (modo on) ou desativado (modo 0ff), conforme o meio em que a bactéria se
encontra (KINGSLEY et al., 2002). Esta relacionado com a adesdo da Salmonella as
células M do intestino. Em estudos com ratos, foi demonstrado que a fimbria longa polar
esta envolvida no tropismo pelas placas de Peyer do intestino, primeiro sitio de infecg¢ao
desta bactéria. Desta forma, ela ¢ importante no inicio da infec¢ao, apos contaminagao oral,
juntamente com outros genes relacionados & invasibilidade (BAUMLER et al., 1996a;
BAUMLER et al., 1996b). O gene IpfA codifica a maior subunidade da fimbria longa polar
(HEUZENROEDER, et al., 2000). Outra fungdo que pode estar relacionada a esta fimbria é
a de conferir imunidade cruzada entre os diferentes sorovares de Salmonella (NORRIS;
BAUMLER, 1999). O operon Ipf nio ¢ conservado entre os sorovares, provavelmente
devido a selecdo entre bactérias com e sem o gene em diferentes hospedeiros (BAUMLER

etal., 1997).

2.6.1.3.2 Gene agfA

O operon agf, em Salmonella Enteritidis, codifica a fimbria SEF17 ou Tafi (Thin
Aggregative Fimbriae) (COLLINSON et al., 1993; WHITE et al., 2003), um polimero
multifuncional conservado na maioria dos sorovares de Salmonella (DORAN et al., 1993;
BAUMLER et al., 1997). Esta fimbria é semelhante a fimbrias de outras espécies de
enterobactérias, tais como a fimbria curli de E. coli (WHITE et al., 2003). O gene agfA
codifica a subunidade AgfA da fimbria agregativa, que na S. Enteritidis consiste de dois
dominios (COLLINSON et al., 1999). Um das principais fun¢des desta fimbria é promover
a interagdo inicial da bactéria com o intestino do hospedeiro (SUKUPOLVI et al., 1997).
Estudos tém demonstrado que esta fimbria se liga a vérias proteinas do hospedeiro, entre
elas a fibronectina, facilitando a sobrevivéncia da bactéria ¢ a sua associa¢ao deste com o
epitélio intestinal (COLLINSON et al.,, 1993). Também esta relacionada com a
autoagregacao da Salmonella spp., que é importante para aumentar a sobrevivéncia desta
frente aos 4acidos estomacais do hospedeiro, de surfactantes ed e outros agentes
bactericidas, uma vez que a agregagdo reduz a superficie de contato (COLLINSON et al.,
1991; COLLINSON et al., 1993). A produgdo de Tafi também esta relacionada com a
formacao de biofilmes por S. Enteritidis em superficies inertes, pois facilita a adesdo da

bactéria (AUSTIN et al., 1998; WHITE et al., 2003).
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2.6.1.3.3 Gene sefA

O operon sef contém quatro genes (SefABCD) necessarios para a translocagdo e
formagdo da fimbria SEF14 (EDWARDS et al., 2000), uma das principais do género
Salmonella (MURUGKAR et al., 2003). A SEF14 contém quatro subunidades protéicas:
SefA, SefB. SefC e SefD, que estdo distribuidas em sequéncia na fimbria (MURUGKAR et
al., 2003). O gene sefA codifica a maior subunidade da proteina SefA, que compde a
fimbria SEF14 (MIRMOMENI et al., 2008). O sefB codifica uma proteina da membrana
externa, SefC codifica o maior componente da fimbria (MURUGKAR et al., 2003), ¢ sefD
uma adesina (EDWARDS et al., 2000). Este gene esta restrito ao sorovar S. Enteritidis e
outros do grupo D; (TURCOTTE; WOODWARD, 1993; COLLINSON et al., 1996;
EDWARDS et al., 2000; LOPES el al., 2006; RANK et al., 2009), tais como S. Blegdam,
S. Gallinarum, S. Pullorum, S. Rostock, S. Seremban e S. Typhi (TURCOTTE;
WOODWARD, 1993).

2.6.2 Fatores relacionados a invasao e persisténcia intestinal

A interagdo inicial entre a bactéria e as células epiteliais do hospedeiro ndo sdo
muito conhecidas, mas sabe-se que neste processo estdo envolvidos o Sistema de Secrecao
do Tipo IIT (Type Il Sercretion System — TTSS) e as Ilhas de Patogenicidade (IP)
(BARROW et al., 2010).

O Sistema de Secre¢@o do Tipo III ¢ um complexo sistema de proteinas presente em
todas as bactérias Gram negativas (MIRMOMENI et al., 2008). Nas bactérias patogénicas,
este complexo serve como um canal para secrecao de proteinas efetoras para o interior da
célula eucariotica. Estas proteinas possuem propriedades que auxiliam a bactéria a infectar
as células do hospedeiro (HUECK, 1998). Os TTSS possuem mais de 40 ge nes
codificadores de proteinas estruturais, chaperonas e p roteinas efetoras (GROISMAN;
OCHMAN, 1996).

As ilhas (mais de 10kb) oui lhotas (menos de 10kb) gendmicas sdao grandes
elementos genéticos com propriedades diferentes do restante do genoma bacteriano. Cada

uma destas ilhas possui uma fungdo especifica. Aquelas sequéncias responsaveis pelas
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funcdes patogénicas da bactéria sdo chamadas de “Ilhas de Patogenicidade” (HACKER;
CARNIEL, 2001). As IPs foram descritas pela primeira vez em E. coli, mas depois também
foram observadas em outros micro-organismos (BARROW et al., 2010). Apresentam pelo
menos um gene associado a patogenicidade, podendo também codificar varios fatores de
viruléncia ou o arsenal necessario para que estes fatores consigam alcangar o alvo na célula
hospedeira. Estdo localizadas em regides especificas do genoma bacteriano (VIEIRA, 2009;
BARROW et al., 2010). A aquisigao das IPs através da transferéncia horizontal permite que
rapidamente a bactéria apresente novas funcdes de viruléncia oriundas de outras cepas de
Salmonella spp. ou outras espécies de micro-organismos. Apesar de estas ilhas serem
diferentes, muitas caracteristicas sdo comuns e conservadas entre elas (HENSEL, 2004). A
maioria dos fatores de viruléncia das bactérias do género Salmonella esta codificada em
genes agrupados em IPs (VIEIRA, 2009), que nestas bactérias sdo chamadas de Salmonella
Pathogenicity Islands (SPI). Ja foram descritas dezessete diferentes ilhas em Salmonella
spp. até o momento (BARROW et al., 2010). Algumas delas s3o conservadas entre os
diferentes sorovares de Salmonella, indicando que foram adquiridas ha muitos anos, como
SPI-1. Outras ilhas sdo especificas de determinados sorovares e, provavelmente, adquiridas
recentemente como SPI-7, SPI-8 e SPI-15 (HENSEL, 2004; BARROW et al, 2010). A
presenga destas SPI comprova a tese de que bactérias deste género teriam um ancestral em
comum com Escherichia coli, j4 que estes micro-organismos possuem em seu DNA
algumas regidoes homologas (RYCHLIK et al., 2009).

Diferentes genes associados a viruléncia de Salmonella spp. estdo presentes nestas
ilhas. As ilhas mais bem descritas e estudas sdo SPI-1 e SPI-2. A SPI-1 possui genes que
codificam proteinas para oT TSS (VIEIRA, 2009). A invasdo e sobrevivéncia da
Salmonella spp. nas células hospedeiras estdo relacionadas com uma série de proteinas
bacterianas, entre elas SopE, AvrA e S ptP, que chegam até o citoplasma da célula
hospedeira através dos sistemas de secrecdo (MIRMOMENI et al., 2008). A SPI-1 esta
presente em S. bongori e em todos os sorovares de S. enterica analisados (HENSEL, 2004).
A principal fung¢do da SPI-1 ¢ conferir uma maior capacidade de invasdao da célula
hospedeira pela bactéria, visto que possui mais de 25 genes associados a invasao
(HANSEN-WESTER; HENSEL, 2001). Também esta relacionada com a captagdo de ferro
(BORROW et al., 2010). A SPI-2 é composta por duas diferentes porgdes, uma delas



26

presente apenas nos sorovares de S. enterica e outra comum as espécies S. bongori e S.
enterica. A por¢do maior esta relacionada com outro tipo de TTSS, que ¢ ativado pela
bactéria quando ela ja esta dentro da célula do hospedeiro, ao contrario do TTSS da SPI-1
(HENSEL, 2004). O TTSS da SPI-2 transporta proteinas que protegem a bactéria dos
mecanismos de defesa, permitindo que ela sobreviva dentro das células fagociticas,
especialmente os macrofagos (RYCHLIK et al.,, 2009; VIEIRA, 2009). As proteinas
efetoras secretadas pelo TTSS da SPI-1 mediam os primeiros estdgios da infecgdo
(GALLAN; COLLMER, 1999; WALLIS; GALLYOV, 2000), enquanto que aquelas
secretadas pelo TTSS da SPI-2 atuam na infeccdo sist€émica (HENSEL, 2000).
Aparentemente, ambas as IPs foram adquiridas por transferéncia horizontal de genes, pois
as concentracoes das bases nitrogenadas guanina e citosina (concentragdo GC) nestas ilhas
sdo diferentes da concentra¢cdo normalmente encontrada nos genes tipicos de Salmonella
spp. (OCHMAN; GROISMAN, 1996). As ilhas 1e 2sdo as mais importantes para a
viruléncia de S. Enteritidis em galinhas, resultando em aumento significativo na
colonizagédo do figado e bago por este sorovar (RYCHLIK et al., 2009).

A SPI-3 codifica elementos que protegem a bactéria dentro da célula hospedeira
(VIEIRA, 2009; BARROW et al., 2010). A principal fun¢do desta ilha ¢ codificar um
sistema de captagdo e alta afinidade por magnésio (Mg®"), cation necessario para a
adaptagdo nutricional da bactéria, permitindo sua sobrevivéncia no interior das células
fagociticas. Esta IP estd conservada entre os sorovares S. Typhi e S. Typhimurium, ¢ na
espécie S. bongori. A SPI-4 ¢ conservada entre os diferentes sorovares de S. enterica. A
SPI-4 ¢ necessaria para as obrevivéncia de Salmonella spp. dentro dos macréfagos e
também possui o Sistema de Secrecdo do Tipo I (HANSEL, 2004). A SPI-5 codifica
proteinas efetoras dos TTSS codificados por SPI-1 e SPI-2 (HANSEL, 2004; BARROW et
al., 2010). A SPI-6 ou Ilha Cromossomal de Salmonella spp. esta presente nos sorovares S.
Typhi e S. Typhimurium. Nesta IP estdo localizados os genes saf, codificador de fimbrias, e
pagN, codificador de uma invasina, e de proteinas sem fun¢do conhecida. Esta IP ndo esta
relacionada com a infec¢do sistémica, mas possui influéncia na capacidade de invasdo da
bactéria. A SPI-7 ou Ilha Maior de Patogenicidade estd presente apenas nos sorovares S.
Typhi, S. Dublin e S. Paratyphi C (HANSEL, 2004; BARROW et al., 2010). A SPI-8

parece estar restrita ao sorovar S. Typhi. Ainda ndo se sabe exatamente qual ¢ sua fungao.



27

A SPI-9 contém genes para o TTSS, sendo descrito principalmente nos sorovares S. Typhi
e S. Typhimurium. A SPI-10 esta relacionada com o operon sef para fimbrias. Esta presente
somente nos sorovares S. Enteritidis e outros do grupo Dj, sendo considerado um dos
fatores determinantes da especificidade do hos pedeiro (HANSEL, 2004). A SPI-11 esta
relacionada com as proteinas efetoras do TTSS. SPI-12, SPI-14 e SPI-15 sdo responséaveis
pela producdo de proteinas sem funcdo conhecida. A SPI-13 esta relacionada com a
sobrevivéncia de Salmonella spp. no interior dos macrofagos. SPI-16 e SPI-17 estdo
relacionadas com genes de modificacdo do LPS (BARROW et al., 2010). Além destas IPs,
outras duas ilhas foram descritas: Ilha Gendémica 1 de Salmonella (Salmonella Genomic
Island 1 - SGI-1) ea Ilha de Alta Patogenicidade (High Pathogenicity Island - HPI)
(HANSEL, 2004; KARASOVA et al., 2010). A SGI-1 esta relacionada com a resisténcia a
antimicrobianos, enquanto que a HPI parece estar relacionada com a habilidade de algumas
cepas provocarem septicemia (HANSEL, 2004) e de captarem de ferro (BARROW et al.,
2010).

2.6.2.1 Gene invA

O mecanismo pelo qual a Salmonella spp. invade as células hospedeiras ¢ bastante
complexo. A bactéria promove sua internalizacdo através da estimulacdo de células ndo
fagociticas. Um dos genes envolvidos neste processo ¢ o inVA, que esta localizado no
operon invABCD, presente na SPI-1. Este gene codifica a proteina InvA da membrana
interna da bactéria, sendo essencial para ainvasao das células epiteliais do hospedeiro
(DARWIN; MILLER, 1999; OLIVEIRA et al., 2003). Este gene ¢ conservado em todos os
sorovares de Salmonella (OLIVEIRA et al., 2003). Por ser considerado especifico deste
género, o inVA ¢ utilizado como gene alvo para detecgdo de Salmonella spp. através da

técnica de Reac¢do em Cadeia pela Polimerase (PCR) (SALEHI et al., 2005).

2.6.2.2 Gene hilA

A expressao dos genes relacionados a invasdao da célula hospedeira depende do
regulador central HilA, codificado pelo gene hilA (Hiperinvasive) da SPI-1 (DARWIN;
MILLER, 1999; GUO et al., 2000). Esta proteina € n ecessaria para a expressao dos

componentes do T TSS. A invasdo das células epiteliais e a inducdo de apoptose dos
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macrofagos ¢ totalmente dependente da proteina HilA. A expressdo deste gene estd
relacionada com sua ativagdo pela proteina SirA, influenciada por sinais ambientais que

ativam a invasao celular (DARWIN; MILLER, 1999).

2.6.2.3 Gene avrA

A proteina AvrA foi descrita recentemente como uma proteina efetora do TTSS,
contribuindo com o ¢ omplexo de viruléncia da Salmonella spp. Os primeiros estudos
relatavam AvrA como uma proteina anti-viruléncia, codificada pelo gene avrA
(Avirulence), e que evitaria ainvasdo e colonizagdo de patdgenos (HARDT; GALAN,
1997). Outros estudos ja demonstraram que AvrA ¢, na verdade, uma proteina que limita a
viruléncia de Salmonella spp. Nos hospedeiros. E uma protease que ajuda a induzir a
apoptose celular, especialmente dos macréfagos, € a inibir a producdo da Interleucina 8 (IL-
8) edo Fator de Necrose Tumoral a (TNF-a), prejudicando a resposta inflamatdria do
hospedeiro (COLLIER-HYAMS et al., 2002). Este gene também esta localizado na SPI-1,
sendo que esta proteina nao ¢ produzida em grande quantidade (DARWIN; MILLER,
1999). Alguns sorovares nao possuem este gene, como € o caso dos sorovares S. Typhi e S.

Paratyphi (BEN-BARAK et al., 2006).

2.6.2.4 Gene sopE

As proteinas Sop (Salmonella Outer Protein) sdo codificadas pelo operon sop
(SOpABCDE). Uma destas proteinas ¢ a SopE, codificada pelo gene SOpE (RAHMAN et al.,
2004; MIRMOMENI et al., 2008), localizado em um bacteriofago (MIROLD et al., 1999).
Esta proteina contribui para a invasdo de Salmonella spp. nas células do hospedeiro através
da estimulagdo de deformagdes da membrana (RAHMAN et al., 2004; MIRMOMENI et
al., 2008) e rearranjos do citoesqueleto (HOPKINS; THRELFALL, 2004). A aquisi¢ao
deste gene ¢ importante na emergéncia de cepas epidémicas, e a identificacdo do gene SOpE
pode auxiliar a identificar aquelas cepas de Salmonella spp. que possuem um alto potencial
para causarem surtos epidémicos. Como ¢ bastante detectado em S. Enteritidis € provavel
que contribua para uma maior circulagdo deste sorovar entre a populagdo de hospedeiros
(HOPKINS; THRELFALL, 2004). Segundo Rahman et al. (2004), a prevaléncia do gene

nos diferentes sorovares nao ¢ influenciada pela origem de isolamento da cepa.
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2.6.2.5 Gene sivH

O gene SivH codifica uma proteina da membrana externa da bactéria que também
esta relacionada com a colonizagdo intestinal por Salmonella, sendo importante para a
colonizacdo das placas de Peyer. Porém, possivelmente ndo estd relacionado com a
infecg¢do no ceco e no bago (KINGSLEY et al., 2003) ¢ também nio esta relacionado com a
eliminagdo da bactéria nas fezes (BARROW et al., 2010). Este gene esta localizado na ilha
CS54, identificada inicialmente em S. Typhimurium (KINGSLEY et al., 2003).

2.6.3 Fatores relacionados aos plasmideos de viruléncia

Os plasmideos sdo elementos genéticos que se replicam independentemente do
cromossomo do hos pedeiro, sendo encontrados na forma circular no interior de células
procaridticas. Sao pequenas quantidades de DNA circular extracromossomal que contém
genes que conferem propriedades especiais as bactérias, diferindo dos genes localizados no
cromossomo por nao serem vitais a célula bacteriana (MADIGAN et al., 2010).

Os plasmideos de viruléncia sdo um dos varios fatores determinantes da viruléncia
de Salmonella, estando envolvidos na sobrevivéncia e crescimento da bactéria no interior
da célula hospedeira. Apesar de ndo estarem associados a interacdo inicial dela com a
mucosa intestinal e nem a invasao de tecidos mais profundos, permitem a persisténcia do
micro-organismo nas células reticuloendoteliais do figado e do bago (SWAMY et al., 1996;
CASTILLA et al., 2006), ¢ sdo necessarios para iniciar o processo de infecgdo sist€émica
(ROTGER; CASADESUS, 1999). A maioria dos sorovares de Salmonella normalmente
nao possui plasmideos, como os sorovares S. Typhi, S. Parathyphi, S. Hadar e S. Infantis.
Contudo, S. Enteritidis e S. Typhimurium frequentemente possuem estes elementos
genéticos. Cepas de S. Enteritidis contendo plasmideos sdo mais frequentes em amostras
isoladas do sangue e de material extraintestinal do que aquelas isoladas de fezes

(ROTGER; CASADESUS, 1999).
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2.6.5.1 Gene spvC

Os plasmideos de viruléncia de Salmonella medem, em geral, de 50 a 90kb, mas
apenas uma regiao de 7.8kb, presente em todos os plasmideos, ¢ necessaria para conferir a
bactéria um fendtipo de viruléncia. Nesta regido esta localizado o operon spv (Salmonella
Plasmid Virulence), que contém cinco genes (SpvRABCD). O gene SpvR ¢ o regulador,
sendo conservado entre os diferentes plasmideos de viruléncia (ROTGER; CASADESUS,
1999). Estes plasmideos podem estar presentes em sorovares como S. Abortusequi, S.
Abortusovis, S. Choleraesuis, S. Dublin, S. Gallinarum, S. Pullorum, S. Typhimurium e S.
Enteritidis (BARTH; BAUERFEIND, 2005). Os genes pertencentes ao Operon spv sio
descritos como especificos de S. Enteritidis (NASHWA et al., 2009).

O gene spvC ¢ detectado somente no citoplasma (ROTGER; CASADESUS, 1999),
sendo um dos responsaveis pelo aumento da taxa de crescimento de Salmonella spp. nas
células do hospedeiro e por afetar a interagdo com o sistema imune deste. Apesar disto, este
gene ndo parece exercer um papel fundamental no estabelecimento da infec¢ao
gastrointestinal tipica provocada por Salmonella spp. (SWAMY et al., 1996). Experimentos
com diferentes espécies animais tém demonstrado que os plasmideos de viruléncia de
Salmonella tém aumentado a capacidade da bactéria de replicar em 6rgaos extra-intestinais,
levando o hos pedeiro @ morte em um menor tempo e com maior frequéncia (BARTH,;

BAUERFEIND, 2005).

2.7 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Atualmente, as ferramentas moleculares de diagndstico, baseadas na andlise de
DNA, possuem grande importincia no estudo epidemioldgico de Salmonella spp.
Diferentes técnicas moleculares vém sendo utilizadas, tais como Reag¢do em Cadeia da
Polimerase (PCR) e suas variagdes, perfil de plasmideos, ribotipagem, perfil determinado
por seqiiéncias de inser¢do e eletroforese em campo pulsado (PFGE) (BETANCOR et al.,
2004).

A PCR ¢ um método de amplificagdo exponencial do DNA, ou seja, criagdo de
multiplas copias in vitro. Primeiramente ¢ feita a extragdo do material genético da amostra,

que pode ser feita por calor, fenol-cloroférmio, entre outros. O DNA extraido ¢ adicionado
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a uma mistura de reagentes (Mix) que contém desoxirribonucleotideos trifosfatos (AINTPs),
bases nitrogenadas ligadas com um fosfato, primers, também chamados de
oligonucleotideos ou iniciadores, solugdo tampao, cloreto de magnésio (MgCl,) e a enzima
DNA polimerase. Este mix é colocado em um termociclador, o qu al regula ciclos de
temperatura pré-estabelecidos com tempos exatos e especificos para cada fragmento a ser
amplificado. Neste equipamento as amostras sdo submetidas a ciclos de desnaturacao,
anelamento e extensao. Na primeira etapa do ciclo a temperatura ¢ elevada para que ocorra
a desnaturagao, que ¢ a separagao da dupla cadeia de DNA. Na segunda etapa a temperatura
¢ reduzida para que ocorra o anelamento, pareamento dos primers com a fita molde de
DNA. Na ultima etapa do ciclo a temperatura ¢ elevada para que ocorra a extensdo, que ¢ a
sintese de uma nova fita de DNA realizada pela enzima DNA-Polimerase. Normalmente
sao realizados de 25 a 40 ciclos para cada reagdo. Apds este processo, ¢ feita a eletroforese
em gel de agarose para a visualizacdo, através de luz ultravioleta, das bandas
correspondentes a amplificacdo dos fragmentos do gene da amostra (SAIKI et al., 1988;

CHENG et al., 1994).
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3. MATERIAL E METODO

O experimento foi desenvolvido no Centro de Diagnostico e Pesquisa em Patologia
Aviaria (CDPA) da Universidade Federal do Rio Grande doS ul (UFRGS). Os

equipamentos utilizados pertencem ao laboratério e a Universidade.

3.1 Amostras de Salmonella

Analisaram-se 84 amostras de Salmonella Enteritidis. O ano de isolamento ¢ a
origem de cada amostra variaram conforme descrito no APENDICE A. As amostras 1 a 83
foram isoladas por outros pesquisadores e gentilmente cedidas para este experimento,
enquanto que a amostra 84 foi isolada em um dos experimentos do CDPA. As amostras
estavam armazenadas em agar Estoque (composi¢do: agar nutriente, cloreto de sddio,
fosfato dissddico, extrato de carne e extrato de levedura) a uma temperatura maxima de
6°C.

As 84 amostras de S. Enteritidis armazenadas foram reativadas, a fim de verificar se
todas estavam puras. Primeiramente, utilizou-se um meio ndo seletivo de enriquecimento,
caldo Brain-Heart Infusion (BHI - Ox0id®). As amostras foram incubadas a 37°C por 24
horas. Apods este periodo, separou-se uma aliquota de 1,5mL deste BHI em tubos
eppendorfs, que foram congelados para posterior extragdo de DNA. Inoculou-se 0,1mL de
caldo BHI no caldo seletivo Rappaport-Vassiliadis (RV - Difco®), que foi incubado em
banho-maria a 42°C por 24 horas. As amostras foram semeadas, a partir do caldo RV, em
Agar Xilose-Lisina Desoxicolato (XLD - Ox0id®) e incubadas a 37°C. Depois de 24 horas
observou-se o padrdo de colonias para avaliar se eram compativeis com Salmonella spp. As
aliquotas congeladas foram utilizadas para a extracdo do DNA. A extrag¢do foi feita por
tratamento térmico, conforme técnica descrita por Borsoi et al. (2009). O DNA extraido foi

armazenado a -20°C até sua utilizacao.

3.2 Pesquisa dos genes

Foram pesquisados, através da técnica de PCR, nove genes relacionados a

viruléncia: invA, hilA, avrA, agfA, IpfA, sefA, sopE, spvC, sivH. A pesquisa destes genes foi



33

feita em todas as amostras de S. Enteritidis. A sigla do gene, o significado desta e a funcao
de cada gene estdio descritos no APENDICE B.

Para a realizacdo das reagdes de amplificacdo, foi preparado um mix de reagentes,
composto de agua ultra-pura, solugdo tampao, dNTPs, um par de primers especificos para
cada gene alvo (Tabela 2) ¢ Taq DNA polimerase. Ao mix foi adicionado o DNA extraido
de cada amostra. A reagdo de amplifica¢do foi realizada em termociclador (Esco — Swift
MaxPro®). Os protocolos para preparo dos reagentes e para amplificacdo dos fragmentos
foram adaptados a partir de estudos anteriores (Tabela 2) e estdo descritos no APENDICE

C.

Tabela 2 — Genes alvo, primers utilizados, nimeros de pares de bases dos amplicons (pb) e
trabalhos de referéncia utilizados para os protocolos de amplificacao.

Gene . a
Primers pb Referéncias
alvo
IpfA  CTTTCGCTGCTGAATCTGGT 250 Heuzenroeder et al. (2000)
CAGTGTTAACAGAAACCAGT

agfA  GGCGGAAGCTTGAATTCGTACTGTACTCCAGTCAAGTGGGG 35 Doran et al. (1993)
GGGAAAGGTTGAATTCAGGACGCTACTTGTG

sefA  GATACTGCTGAACGTAGAAGG 488 Oliveira et al. (2002)
GCGTAAATCAGCATCTGCAGTAGC

VA CATCGCACCGTCANAGGAACE 284 Oliveira etal. (2002)

hilA  CTGCCGCAGTGTTAAGGATA 497 Guo etal. (2000)
CTGTCGCCTTAATCGCATGT

avrA ggggg?TC&GcA&%%%%ATCGG 385 Prager et al. (2003)
GGATGCCTTCTGATGTTGACTGG

SVH TN TGCGAACAAGCGTAACAC 763 Kingsley etal. (2003)

aadl TR e 669 _Castilla et al. (2006)

Utilizaram-se trés tipos de controles das andlises: controle da reagdo, controle
positivo e controle negativo. O controle da reacao de amplificagdo consistiu em uma
amostra contendo os reagentes da reacdo, porém sem adicdo de DNA extraido. Este
controle foi utilizado para detectar uma possivel ocorréncia de amplificagdo de material
genético inespecifico. Os controles positivos e negativos usados para cada um dos genes

estdo descritos na Tabela 3.
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Tabela 3 — Controles positivos e negativos das reagoes de PCR.

Gene Controle positivo Controle negativo

IpfA  Salmonella Enteritidis ATCC 13076 Escherichia coli ATCC 25922
agfA  Salmonella Typhimurium ATCC 14028 Escherichia coli ATCC 25922
sefA Salmonella Enteritidis ATCC 13076 Escherichia coli ATCC 25922
invA  Salmonella Enteritidis ATCC 13076 Escherichia coli ATCC 25922
hilA Salmonella Enteritidis ATCC 13076 Escherichia coli ATCC 25922
avrA  Salmonella Enteritidis ATCC 13076 Escherichia coli ATCC 25922
sopE  Salmonella Enteritidis ATCC 13076 Escherichia coli ATCC 25922
sivH  Salmonella Enteritidis ATCC 13076 Escherichia coli ATCC 25922
spvC  Salmonella Enteritidis ATCC 13076 Escherichia coli ATCC 25922

Optou-se pela utilizagdo de uma cepa de Escherichia coli como controle negativo,
visto que esta pertence a familia das enterobactérias, assim como Salmonella spp. Utilizou-
se Salmonella Enteritidis como controle positivo das reagdes, exceto para a pesquisa do
gene agfA, o qual foi utilizada uma cepa de Salmonella Typhimurium, pois o padrdo de
bandas para esta cepa ficou mais evidente, quando comparado aquele obtido com
Salmonella Enteritidis.

Os produtos da amplificagdo foram analisados através da eletroforese em gel,
utilizando-se gel de agarose a 1,2% corado com brometo de etideo. Apoés, realizou-se a

leitura do gel em transiluminador de luz ultravioleta.
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4. RESULTADOS

As amostras analisadas apresentaram diferentes frequéncias para os genes
pesquisados, conforme descrito na Tabela 4. Todas as amostras analisadas apresentaram,

pelo menos, cinco genes associados a viruléncia.

Tabela 4 — Resultado da pesquisa de genes associados a viruléncia nas 84 amostras de
Salmonella Enteritidis analisadas.

Amostras Positivas Amostras Negativas

Oene Total (n=84) Total (%) Total (n=84) Total (%)
IpfA 83 99 1 1
agfA 81 96 3 4
sefA 84 100 0 0
invA 84 100 0 0
hilA 84 100 0 0
avrA 84 100 0 0
SOpE 83 99 1 1
sivH 84 100 0 0
spvC 77 92 7 8

Com base na presenga dos genes nas diferentes amostras de Salmonella Enteritidis,
as amostras foram agrupadas em quatro perfis genéticos. Os diferentes perfis e o nimero de

amostra por perfil estdo descritos na Tabela 5:
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Tabela 5 — Perfis genéticos das 84 amostras de Salmonella Enteritidis analisadas.

Perfil Numero de Genes

genético  amostras  |hfA  agfA  sefA invA hilA awrA sopE sivH spvC

Pl 74 + + + + + + + + +
P2 06 + + + + + + + + -
P3 03 + - + + + + + + +
P4 01 - + + + + + - + -

As figuras 1 e 2 m ostram eletroforese em gel de agarose, com produtos de
amplificacdo compativeis com os genes pesquisados neste experimento. Para estas fotos,

utilizaram-se os controles positivos anteriormente descritos.

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 1,2% corado com brometo de etideo com os
produtos de amplificacdo compativeis com os genes pesquisados (invA, hilA, sefA, IpfA,
avrA e sopE). Legenda: PM= marcador de peso molecular (100pb); 01 e 02 = invA (284pb);
03 e 04 = hilA (497pb); 05 e 06 = sefA (488pb); 7e¢ 8= IpfA (250pb); 09 e 10 = avrA
(385pb); 11 e 12 =sopE (398pb). A seta indica fragmento de 500pb.
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Figura 2. E letroforese em gel de agarose 1,2% corado com brometo de etideo com os
produtos de amplificagdo compativeis com os genes pesquisados (agfA, spvC e sivH).
Legenda: PM= marcador de peso molecular (100pb); 01 e 02 = agfA (350pb); 03 ¢ 04 =
spvC (669pb); 05 e 06 = sivH (763pb). A seta indica fragmento de 500pb.
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5. DISCUSSAO

Para muitos patogenos, a viruléncia € conferida através de uma unica regido do
cromossomo, mas na Salmonella spp. ela depende de um grande nimero de genes
distribuidos ao longo dos eu cromossomo e em elementos moéveis (GROISMAN;
OCHMAN, 1997). Com o de senvolvimento da biologia molecular, se tornou possivel a
identificacdo de alguns destes fatores responsaveis pela viruléncia (WASSENAAR;
GAASTRA, 2001). O cromossomo bacteriano possui uma combinacdo de informacdes
genéticas e esta em constante modificagdo, uma vez que plasmideos e outros elementos
moveis que contenham DNA podem ser trocados, inseridos e/ou excluidos mesmo entre
espécies diferentes (PORWOLLIK; McCLELLAND, 2003).

Em relagdo ap esquisa de genes de viruléncia em amostras de Salmonella
Enteritidis, observou-se um padrio semelhante entre as amostras para os genes
pesquisados, apesar das varia¢des nas frequéncias encontradas entre os genes.

Todas as amostras de Salmonella Enteritidis analisadas (84/84) foram positivas para
o gene INVA, estando de acordo com outros estudos (SWAMY et al., 1996; OLIVEIRA et
al., 2002; OLIVEIRA et al., 2003; SALEHI et al., 2005; NASHWA et al., 2009; AMINI et
al., 2010). Por outro lado, os estudos realizados por Bacci et al. (2006) ¢ Okamoto et al.
(2009) ndo demonstraram 100% de frequéncia deste gene nas amostras de S. Enteritidis
analisadas. Devido ao grande nimero de estudos realizados com este gene, e a frequéncia
de 100% encontrada na maioria deles, considera-se que o invA ¢é conservado entre as
espécies ¢ os sorovares, sendo considerado gene alvo para detec¢do de Salmonella spp.
(OLIVEIRA et al., 2003). Como o sorovar S. Enteritidis ¢ o mais frequentemente isolado ¢
a via fecal-oral a rota mais comum de infeccdo, esperava-se que todas as amostras
analisadas apresentassem o gene INVA, o qual ¢ necessario para ainvasdo das células
epiteliais (NASHWA et al., 2009). Os resultados encontrados neste experimento estio,
portanto, de acordo com o e sperado. Em relagdo a origem da amostra, alguns estudos
encontraram variagdes na invasibilidade das cepas, quando consideradas fontes avicolas e
ndo avicolas, mas nao encontraram variacdes quando consideradas apenas as fontes
avicolas (SWAMY et al., 1996). Alguns autores consideram que a auséncia do gene invA

em cepas de Salmonella de diferentes sorovares poderia causar uma reducdo consideravel



39

na viruléncia da amostra, pois este gene ¢ essencial para a viruléncia completa da bactéria,
ja que desencadeia a invasao dos tecidos (BACCI et al., 2006; AMINI et al., 2010).

Todas as amostras de S. Enteritidis analisadas (84/84) neste estudo foram positivas
para ap resenga do gene hilA, resultado que estd de acordo com outros trabalhos
(PATHMANATHAN et al., 2003; TRAFNY et al., 2006; CRACIUNAS et al., 2010). Este
gene ¢ normalmente encontrado em todos os sorovares de Salmonella, ndo sendo detectado
em outras bactérias. Por isto, da mesma forma que o InvA, ¢é considerado gene alvo para a
deteccdo de Salmonella spp. (CRACIUNAS et al., 2010). No processo de infec¢do por
Salmonella, diversos genes de invasdo sao necessarios para a entrada da bactéria nas células
do hospedeiro, e muitos deles encontram-se na SPI-I. A expressdo destes genes ¢ ativada e
regulada pelo gene hilA, também localizado nesta ilha (MURRAY; LEE, 2000). Desta
forma, considera-se que este gene esteja presente em todas as cepas de Salmonella,
independentemente do sorovar (PATHMANATHAN et al., 2003; TRAFNY et al., 2006).
Um trabalho publicado em 2000 utilizou a expressao do gene hilA para avaliar os efeitos da
variacdo de pH, do lactato e das fontes de carboidrato e aminoacidos na expressdao dos
genes de viruléncia de S. Enteritidis. Observou-se que conforme as condi¢des do m eio
havia uma maior ou menor expressdo deste gene, indicando que em condi¢des favoraveis
de crescimento ab actéria diminui sua viruléncia pela menor expressdo de seus genes
(DURANT et al., 2000).

Entre as 84 amostras de S. Enteritidis analisadas, 99% (83/84) delas apresentaram o
gene SOPE, sendo a amostra negativa isolada de o6rgdo de ave. No estudo de Hardt et al.
(1998), detectou-se SOpPE apenas em alguns dos sorovares analisados: S. Enteritidis, S.
Typhi, S. Hadar, S. Heidelberg, S. Newport, S. Dublin e S. Pullorum. Hopkins e Threlfall
(2004) nao identificaram o gene nos sorovares S. Agona, S. Braenderup e S. Stanley, mas
identificaram uma frequéncia variavel dele nos sorovares S. Virchow, S. Hadar, S. Infantis e
S. Newport. Segundo os mesmos autores, todas as amostras de S. Enteritidis apresentaram o
gene SOPE. Ja Rahman et al. (2004) testaram 50 amostras de Salmonella isoladas de
humanos, aves e suinos, pertencentes a 11 diferentes sorovares. Apenas 28% (14/50) das
amostras foram positivas para o gene SOpPE, pertencendo aos sorovares S. Gallinarum (sete
amostras de aves), S. Virchow (uma amostra de suino) e S. Enteritidis (duas amostras de

humanos, duas de aves e uma de suino). No trabalho deste autor todas as amostras que
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apresentaram o gene também o expressaram. A prevaléncia deste gene nos diferentes
sorovares de Salmonella ¢ variavel, mas por ser frequente no sorovar S. Enteritidis
(HOPKINS; THRELFALL, 2004), esperava-se 100% de frequéncia. Segundo Hopkins e
Threlfall (2004), uma das razdes para a variagdo na frequéncia deste gene, ¢ que 0 mesmo
se encontra em uma regido onde a recombinagdo ocorre frequentemente.

Todas as amostras de S. Enteritidis analisadas (84/84) neste estudo foram positivas
para a presenga do gene avrA. Streckel et al. (2004) identificaram 80% de frequéncia do
gene avrA, sendo encontrado principalmente em sorovares considerados mais virulentos,
como S. Enteritidis e S. Typhimuirum, mas ndo em outros. Apesar de alguns trabalhos
também descreverem que este gene estd presente em um grande nimero de cepas de
diferentes sorovares de Salmonella, apenas algumas destas expressam a proteina efetora
AvrA associada a patogenicidade (PRAGER et al., 2000; STRECKEL et al., 2004). Em
algumas cepas, a expressdo de AvrA parece estar relacionada com a condi¢ao de baixo pH
do meio (BEM-BARAK et al., 2006). Esta caracteristica éb astante importante, pois,
devido a sua capacidade de adaptagdo a este tipo de meio, os alimentos acidos podem ser
contaminados por Salmonella spp. (LEYER; JOHNSON, 1992).

A pesquisa de genes de proteinas associadas a viruléncia (proteinas efetoras) ¢
muito importante, visto que alteragdes no r epertdrio destas proteinas podem significar
mudancas na capacidade dos diferentes sorovares de Salmonella em se adaptar a novos
hospedeiros, permitindo que se tornem sorovares emergentes (PRAGER et al., 2000). Essas
combinagdes de proteinas efetoras podem variar dentro de um mesmo sorovar, no qual as
cepas sdo supostamente mais semelhantes (MIROLD et al., 2001). No trabalho de Prager et
al. (2000), poucos sorovares apresentaram os genes SOPE e avrA. Outro trabalho analisando
cepas de S. Hadar, observou que apenas 17,1% das amostras apresentavam o gene avrA e
9,7% o gene sopE (CESCO, 2010).

Todas as amostras de S. Enteritidis analisadas (84/84) neste estudo foram positivas
para a presenca do gene SivH. Existem poucos estudos sobre a frequéncia deste gene na
populagdo de Salmonella, mas um trabalho de Kingsley et al. (2003) detectou o gene em
todos os sorovares de S. enterica subespécie enterica, em alguns sorovares de S. enterica

subespécie salamae e em algumas cepas de S. bongori.
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O sorovar S. Enteritidis ¢ considerado modelo para estudo das fimbrias como um
fator de viruléncia em Salmonella spp. O estudo das fimbrias é muito importante, visto que
elas sdo responsaveis pela ligacdo entre a bactéria e as células do hospedeiro, mediando a
colonizagdo bacteriana e a distribuigdo de toxinas (CRACIUNAS et al., 2010). O genoma
de S. Enteritidis contém diversos operons fimbriais, como agf,bcf, fim, Ipf, pef, saf, sef, stb,
std, ste, stf, stg, sth e sti (PORWOLLIK; McCLELLAND, 2003), mas a ex pressdo das
proteinas fimbriais tem sido demonstrada por poucos destes operons (CRACIUNAS et al.,
2010).

Todas as amostras de S. Enteritidis analisadas (84/84) neste estudo foram positivas
para a presenga do gene SefA. Esperava-se uma frequéncia de 100%, visto que este gene ¢
considerado alvo para determinagdo do sorovar S. Enteritidis (EDWARDS et al., 2000;
OLIVEIRA et al., 2002; PAN; LIU, 2002; PORWOLLIK; McCLELLAND, 2003; AMINI
et al., 2010), o resultado encontrado esta, portanto, de acordo com o esperado. Segundo
Edwards et al. (2000), a expressdao de SEF14 em todas as cepas de S. Enteritidis confirma a
frequéncia esperada de 100% para o gene SefA. O trabalho de Pan e Liu (2002) e o de
Craciunas et al. (2010) relatam que este gene nao foi identificado em outros sorovares de
Salmonella, mas outro trabalho de 1993 ja havia observado a presenca de sefA em outros
sorovares do grupo D;: S. Blegdam, S. Dublin, S. Moscow, S. Gallinarum, S. Pullorum, S.
Rostock, S. Seremban e S. Typhi. Entretanto, os autores descreveram que este gene sé foi
expresso pelos quatro primeiros (TURCOTTE; WOODWARD, 1993). Em 1996, a fimbria
SEF14 foi identificada em apenas cinco dos 42 s orovares analisados: S. Enteritidis, S.
Berta, S. Pullorum, S. Gallinarum e em outro sorovar do grupo D;, sendo a sequéncia do
gene altamente conservada entre estes sorovares (DORAN et al., 1996). Este gene foi
identificado em todas as cepas de S. Enteritidis isoladas de aves, suinos, humanos e
bovinos, mas em nenhum outro sorovar no trabalho de Murugkar et al. (2003).

Das 84 amostras de S. Enteritidis analisadas, 99% (83/84) delas apresentaram o
gene IpfA, sendo a amostra negativa isolada de 6rgao de aves. Este gene foi detectado em S.
Typhimurium e em alguns sorovares do grupo D;, incluindo S. Enteritidis e S. Dublin
(BAUMLER; HEFFRON, 1995).

Das 84 amostras de S. Enteritidis analisadas, 96% (81/84) delas apresentaram o

gene agfA. Das amostras negativas, duas foram isoladas a partir de carcaca e uma a partir
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de suabe de arrasto. O trabalho de Craciunas et al. (2010) relata que o gene agfA nao foi
identificado em outros sorovares de Salmonella, além do S. Enteritidis. Doran et al. (1993)
analisou 604 cepas de Salmonella, pertencentes a 95 sorovares, ¢ 603 delas apresentaram o
gene agfA, indicando que cle ¢ altamente conservado entre os sorovares. Segundo este
autor, a amostra negativa pode ter perdido o gene ao longo dotempo (DORAN et al.,
1993).

Alguns estudos relacionam a presenca dos diferentes genes fimbriais com a
viruléncia das cepas de S. Enteritidis. Das 84 amostras analisadas, 95% (80/84) delas
apresentaram os genes SefA, IpfA e agfA, e 100% (84/84) apresentaram no minimo dois dos
genes fimbriais. Um estudo filogenético desenvolvido por Baumler et al. (1997) demonstra
a relacdo entre os genes fimbriais de Salmonella. O operon sef possui uma distribui¢ao
filogenética limitada, indicando que foi adquirido recentemente através de duas linhagens
distantes na linha de evolugdo de S. enterica subespécie enterica. O operon Ipf teria sido
adquirido durante a formagao do género Salmonella. Ja o operon agf parece ser o mais
antigo deles, estando presente no ancestral comum de Salmonella e Escherichia coli.
Apesar de os trés Operons estarem presente neste género, ha uma diferente distribuicao
entre os sorovares. Uma das razdes para esta variacdo seria a transferéncia horizontal e a
delecdo de genes, que teriam criado combinagdes unicas de operons fimbriais nos
diferentes sorovares. Nao se sabe, porém, qual aforma de sele¢do dos sorovares que
sofreriam esta perda (BAUMLER et al., 1997). Para alguns autores, SEF14 parece ndo
estar diretamente relacionada com a interacdo bactéria-hospedeiro e com a invasao celular,
ao contrario de SEF17 e SEF21, que demonstraram ter papel fundamental nestes processos
(DIBB-FULLER et al., 1999). Um trabalho de 1996 demonstra esta relagdo, na qual as
cepas contendo SEF14 e SEF21 apresentaram uma maior colonizagdo do ceco do que
aquelas cepas que nao apresentavam nenhuma destas fimbrias. Por outro lado, ndo houve
diferen¢a no reisolamento da bactéria a partir do figado, 6rgdos reprodutivos, baco e ovos
(THIAGARAIJAN et al., 1996). O resultado de um estudo de 2000 refere SEF14 como
essencial para a adequada interagcdo entre a bactéria e os macrofagos da célula hospedeira,
apods a penetracao e colonizagao intestinal. SEF14 foi a primeira fimbria descrita que possui
importancia na interagdo com os macrofagos, enquanto que as outras fimbrias descritas

estdo envolvidas na ligacdo com superficies epiteliais (EDWARDS et al., 2000). Estudos



43

sugerem que esta fimbria seja essencial para a aderéncia da S. Enteritidis no tecido
reprodutivo de galinhas (THIAGARAJAN et al., 1996), mas aparentemente nao tem
relagdo direta com ainfec¢do sistémica (OGUNNIYI et al., 1997). Contrariando os
trabalhos que observam diferencas entre as fimbrias, Rajashekara et al. (2000) nao
observaram diferenga entre SEF14, SEF17 e SEF21 na invasdo de enterocitos, na
fagocitose da bactéria pelos macrofagos, na habilidade de colonizagdo do ceco ena
eliminacao bacteriana nas fezes. Os mesmos autores encontraram diferengas no isolamento
bacteriano a partir do figado e bago. Independente da importancia de cada fimbria, acredita-
se que a aquisicao e perda de operons fimbriais especificos deve ser um dos mecanismos
pelos quais os diferentes sorovares de Salmonella conseguiram se adaptar a um nimero
cada vez maior de hospedeiros (BAUMLER et al., 1997).

Entre as 84 amostras de Salmonella Enteritidis analisadas, 77 delas (92%) foram
positivas para o gene SpvVC, sendo que, das amostras negativas deste experimento, duas
foram isoladas de carcacas, duas de suabes de arrasto e trés de orgdos de aves. Os
resultados obtidos foram similares aos 90,2% encontrados por Oliveira et al. (2003), aos
92,8% encontrados por Castilla et al. (2006) ¢ aos 88,6% descritos por Amini et al. (2010).
Okamoto et al. (2009) encontraram uma frequéncia de 74% para este gene. Ja Swamy et al.
(1996) encontraram 15,1% de positividade, quando consideradas cepas isoladas de fontes
avicolas e ndo avicolas, e 21,78% quando consideradas apenas as fontes avicolas. Bacci et
al. (2006) encontraram apenas uma amostra de S. Enteritidis positiva das 15 analisadas. Em
outro estudo observou-se diferenca na frequéncia do gene SpvC, quando comparado a
outras fontes. Amostras de S. Enteritidis isoladas de humanos apresentaram 100% de
positividade para este gene, e aquelas cepas isoladas de bovinos, apresentaram uma
frequéncia de 90% (AMINI et al., 2010). Ling (2009) pesquisou este gene em cepas
pertencentes a 58 sorovares de Salmonella, sendo que apenas 15% das cepas apresentavam
spvC. Porém, ao se analisar a frequéncia deste gene em cada sorovar, observou-se que 92%
das cepas de S. Enteritidis apresentaram o gene, enquanto que apenas 22% das cepas de S.
Typhimurium foram positivas. O gene SpvC nao foi encontrado em nenhum outro sorovar
(LING, 2009). Craciunas et al. (2010) detectaram o gene SpvC apenas no s orovar S.
Enteritidis, ndo estando este presente nos sorovares S. Typhimurium, S. Cholerasuis, S.

Dublin, S. Gallinarum e S. Infantis. Outro trabalho publicado em 1998 relatou que dos 37
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sorovares estudados, apenas sete apresentaram plasmideos de viruléncia. Desta forma, a
similaridade antigénica entre as cepas de um mesmo sorovar ndo significa que possuam,
também, semelhancas filogenéticas. Os autores também observaram que a distribui¢ao
filogenética e as poucas variacdes observadas nos genes SPVC e SPVA sugerem que esta
regido ¢ relativamente nova em termos de evolugdo e teria sido adquirida via transmissao
horizontal mais recentemente do que a maioria dos genes de viruléncia conhecidos
(BOYED; HARTL, 1998). Oliveira et al. (2003) descrevem o gene SPVR como essencial
para conferir viruléncia e SpvC como um gene acessorio, mas necessario para a viruléncia
completa da cepa. Este fato também pode ser embasado por um trabalho realizado por
Bacci et al. (2006), na qual 60% das amostras de S. Enteritidis estudadas apresentaram o
gene SPVR, enquanto que apenas 6,66% apresentaram o gene SpvVC. O estudo deste gene, e
dos demais genes do operon spvRABCD, ¢ cada vez mais importante, visto que este operon
¢ responsavel pela infec¢do sistémica e multirresisténcia a antimicrobianos em animais e
humanos (BOYED; HARTL, 1998; ROTGER; CASADESUS, 1999; GEBREYES et al.,
2009). Além disto, o operon tem sido relacionado com a indugao da proliferacao bacteriana
intracelular e com a indugdo da apoptose de macrofagos infectados (KURITA et al., 2003).
Estudos com S. Enteritidis relacionam a presenca do gene invA com o gene SpvC.
Enquanto o primeiro gene, de origem cromossomal, ¢ responsavel pela invasao bacteriana
nas células do hospedeiro, o segundo, de origem plasmidial, ¢ necessario para a ocorréncia
da infecgdo sistémica e para a sobrevivéncia da bactéria em ambientes com caracteristicas
desfavoraveis (GUILLOTEAU et al., 1996). Conforme uma pesquisa realizada em 2009,
observou-se que apenas as amostras que continham os genes invA e spvC, simultaneamente,
conseguiram crescer em condi¢des adversas de pH, temperatura e baixas concentragdes de
nutrientes (OKAMOTO et al., 2009). Desta forma, espera-se que os sorovares que tendem
a ser mais virulentos, como S. Enteritidis, apresentem uma maior correlacdo entre estes dois
genes, visto que possuem um alto grau de invasibilidade, uma maior capacidade de causar
infecgdes sistémicas e, possivelmente, uma maior resisténcia em ambientes adversos. No
presente estudo, observou-se que 92% das amostras (77/84) foram positivas para os genes
invA e spvC simultaneamente. Estes resultados se assemelham a outro trabalho realizado
em 2010,na qual 88,6% das amostras isoladas de produtos de origens avicolas

apresentaram os dois genes. Neste mesmo trabalho, os autores observaram que 90% e
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100% das amostras originadas de bovinos e humanos, respectivamente, foram positivas
para InVA ¢ também para SpvC (AMINI et al, 2010). Um estudo realizado em 1996 analisou
38 cepas de Salmonella isoladas de pacientes humanos, pertencentes a 23 sorovares
diferentes, e observou que apenas 55,3% das cepas apresentaram ambos os genes. Todos os
38 pacientes apresentaram enterite, sendo que trés destes também apresentaram bacteremia.
Destas trés cepas isoladas, duas apresentaram os genes iNVA ¢ spvC concomitantemente
(CHIU; OU, 1996). Em contraste, o trabalho de Heinthoff et al. (2008) ndo encontrou
plasmideos de viruléncia em cepas de S. Typhimurium isoladas de humanos e animais com
bacteremia causada por Salmonella spp.

Aproximadamente 88% das amostras (74/84) apresentaram todos os genes
pesquisados. Este dado demonstra que existem muitas similaridades entre as cepas de S.
Enteritidis, mas que também existem diferencas importantes. Outros estudos envolvendo a
pesquisa de genes relacionados a viruléncia em cepas de S. Enteritidis revelaram dados
semelhantes. Castilla et al. (2006) encontraram 91,8% de positividade para os genes
pesquisados (invA, pefA, sefC e spvC). Apesar dos genes estudados serem diferentes, ja se
observava uma tendéncia de que as diferentes cepas de S. Enteritidis possuissem a maioria
dos genes de viruléncia. Devido as caracteristicas genotipicas e fenotipicas que vem sendo
analisadas recentemente, os sorovares S. Typhimurium e S. Enteritidis sdo considerados os
mais virulentos de Salmonella (BACCI et al., 2006). Apenas a alta frequéncia dos genes
encontrada nao poderia indicar que se trate de cepas muito virulentas, pois mesmo com 0s
genes presentes, a bactéria pode nao expressa-los (OKAMOTO et al., 2009). Este fato pode
ser comprovado pelo trabalho de Turcotte € Woodward (1993), na qual nove sorovares
apresentaram um gene, mas somente quatro o expressaram. Considera-se que a origem da
amostra também ¢ importante para o estabelecimento da viruléncia da cepa. Um trabalho
realizado em 2008 comparou amostras clinicas de S. Typhimurium isoladas de humanos e
animais, e observou diferencas na viruléncia das cepas. Enquanto todas aquelas isoladas de
animais foram virulentas em ratos, apenas 61% das isoladas de humanos foram virulentas
nos roedores (HEITHOFF et al., 2008). A expressdo dos fatores de viruléncia pode ser
regulada por sinais ambientais, como temperatura, pH, osmolaridade e anaerobiose

(MILLER et al., 1989).
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Neste experimento, foram obtidos quatro diferentes perfis genéticos, sendo P1
(todos os genes positivos) o mais comum, seguido de P2 (negativo apenas para spvC), P3
(negativo apenas para agfA) e P4 (negativo para IpfA, sopE e spvC). Como o sorovar S.
Enteritidis ¢ o mais frequentemente isolado em casos clinicos (FIGUEIREDO, 2008), em
aves vivas e em carcacas (BRASIL, 2008; NASCIMENTO et al., 1996), e ¢é relatado como
o mais virulento (BACCI et al., 2006), esperava-se que a maioria das amostras apresentasse
uma alta frequéncia dos genes. E importante observar que a distribui¢io das amostras em
perfis genéticos, com base apenas na presen¢a ou auséncia dos genes, realiza apenas uma
andlise qualitativa. Ou seja, estes perfis procuram estabelecer uma relacdo linear entre as
amostras, mas esta relacdo pode ndo ser verdadeira, uma vez que nao estd sendo observada
a expressao dos genes e a interacdo entre eles. A andlise quantitativa da expressao destes
genes ¢ importante, ja que ¢ ela que define o fenotipo de maior ou menor viruléncia da
amostra.

O estudo da viruléncia de Salmonella spp. ¢ bastante amplo e envolve varias etapas.
Desta forma ainda ha um longo caminho a ser seguido no futuro. Atualmente, o desafio ¢
descobrir como e quais sdo as aquisigdes genéticas que conferem os mais importantes
tracos de viruléncia, interferindo na patologia e na especificidade do hospedeiro. Além dos
genes pesquisados neste trabalho, ainda € preciso pesquisar outros genes de viruléncia,
como aqueles relacionados a resisténcia antimicrobiana e a b iossintese de nutrientes e do
LPS. Além destes, também podem ser pesquisados outros genes associados a sobrevivéncia
no interior de macrofagos, ao reconhecimento e invasao da célula hospedeira e aos
plasmideos de viruléncia. O estudo dos genes e de sua importancia para a bactéria e a
pesquisa de sua frequéncia em determinadas cepas forma a base para futuros trabalhos
relacionando o perfil genético com o perfil fenotipico (resisténcia a antimicrobianos, perfil
bioquimico, entre outros) para a realiza¢do de experimentos in vivo.

Desta forma, este e outros trabalhos baseados na pesquisa de genes associados a
viruléncia nos diferentes sorovares de Salmonella, podem ser utilizados como base para
novas pesquisas. Como estudos futuros, sugerem-se:

e Esclarecer fungdes dos genes associados a viruléncia e sua importancia na viruléncia

de cepas de Salmonella Enteritidis.
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e Reavaliacao da atual classificacdo das cepas deste género em sorovares, uma vez que
esta ¢ feita com base em antigenos da superficie e de flagelos bacterianos. Estudos recentes
j4 demonstram haver diferenciacdo genética das cepas de um mesmo sorovar, o que poderia
significar o estabelecimento de uma nova classificagdo do género Salmonella, assim como
ja é feito com E. coli, cuja importancia é definida pela classificagdo de patogenicidade, que
se baseia no perfil bioquimico, genético e de resisténcia a antimicrobianos.

e Estudos relacionando genes associados a viruléncia em Salmonella spp. ¢ em
Escherichia coli. O CDPA ja tem desenvolvido trabalhos semelhantes em Escherichia coli,
relacionando a presenca de genes de viruléncia com a patogenicidade da cepa. Uma vez que
estas bactérias derivam de linhas ancestrais proximas (RYCHLIK et al., 2009), ¢
interessante estabelecer uma rela¢do entre os estudos com Salmonella e E. coli. Alguns
estudos apontam que tenha ocorrido transferéncia de genes entre esses géneros (RYCHLIK
et al., 2009), enquanto outros indicam que estas bactérias partilham de alguns genes de
viruléncia em comum (GROISMAN; OCHMAN, 1997).

e Estabelecer critérios para definicdo da viruléncia das cepas. Desta forma, ¢ possivel
ter-se uma maior seguranga para estabelecer planos de controle de risco de contaminagao e

para monitorar lotes avicolas.
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. CONCLUSOES

Apesar de todas as amostras pertencerem a um mesmo sorovar (S. Enteritidis),
observou-se variacao na frequéncia dos genes pesquisados.

A variagdo na frequéncia de alguns genes nao era esperada. A analise filogenética
destas amostras, através de técnicas como PFGE, pode demonstrar a ocorréncia de
mutagdes genéticas.

Foram observados quatro perfis genéticos diferentes: P1 (todos os genes presentes), P2
(auséncia apenas de spvC), P3 (auséncia apenas de agfA) e P4 (auséncia de IpfA, spvC e
SOpE). O perfil genético mais frequente foi P1, indicando que, provavelmente, a
presenca de todos estes genes ¢ uma das causas para a maior viruléncia de Salmonella
Enteritidis.

Os perfis gerados fornecem a base para uma futura escolha das cepas que serdo
analisadas através da técnica de PFGE e em estudos in vivo. Os diferentes perfis
genéticos podem sugerir delegdes ou aquisicdes de genes, determinando diferentes
clones, que podem contribuir para a selecdo das cepas para uma futura inoculagdo in

vivo.
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APENDICE A - Amostras de Salmonella Enteritidis: ano de isolamento e origem.

Identificagdo Ano de Isolamento Origem

1 1996 carcaga”

2 1996 carcaga”

3 1996 carcagab

4 1996 carcaca’

5 1996 carcaga”

6 1996 carcaga®

7 1996 carcaga’

8 1996 carcag:acl

9 1996 carcaga’

10 1996 carcaga”

11 1996 carcaga’

12 1996 carcag:acl

13 1996 carcaga’

14 1996 carcaga”

15 1996 carcaga’

16 1996 carcaga®

17 1999 carcaca’

18 1999 suabe de arrasto
19 1999 suabe de arrasto
20 1999 suabe de arrasto
21 1999 suabe de arrasto
22 1999 suabe de arrasto
23 1999 suabe de arrasto
24 1999 suabe de arrasto
25 1999 orgdo de ave

26 1999 orgao de ave

27 1999 orgdo de ave

28 1999 orgao de ave

29 1999 orgdo de ave

30 1999 orgao de ave

31 1999 orgdo de ave

32 1999 orgao de ave

33 1999 orgdo de ave

34 1999 orgao de ave

35 1999 orgdo de ave

36 1999 orgao de ave

37 1999 orgdo de ave

38 1999 orgao de ave

39 1999 suabe de arrasto
40 1999 orgao de ave

41 1999 orgdo de ave



70

(continuagao)
Identificagdo Ano de Isolamento Origem
42 1999 orgdos de aves
43 2000 suabe de arrasto
44 2000 suabe de arrasto
45 2000 suabe de arrasto
46 2000 suabe de arrasto
47 2000 suabe de arrasto
48 2000 suabe de arrasto
49 2000 suabe de arrasto
50 2000 suabe de arrasto
51 2000 racao
52 2000 suabe de arrasto
53 2000 suabe de arrasto
54 2000 suabe de arrasto
55 2000 orgaos de aves
56 2000 orgdos de aves
57 2000 orgaos de aves
58 2000 orgdos de aves
59 2000 orgaos de aves
60 2000 orgdos de aves
61 2000 orgaos de aves
62 2000 orgdos de aves
63 2000 orgaos de aves
64 2000 orgdos de aves
65 2000 orgaos de aves
66 2000 orgdos de aves
67 2000 suabe de arrasto
68 2001 suabe de arrasto
69 2001 suabe de arrasto
70 2001 suabe de arrasto
71 2001 orgaos de aves
72 2001 orgdos de aves
73 2001 suabe de arrasto
74 2001 suabe de arrasto
75 2001 suabe de arrasto
76 2001 suabe de arrasto
77 2001 orgaos de aves
78 2001 suabe de arrasto
79 2001 orgaos de aves
80 2001 orgdos de aves
81 2001 orgaos de aves
82 2001 suabe de arrasto
83 2001 ovos bicados
84 2010 contetido cecal




? asa;
b

peito;

¢ coxa e sobrecoxa;

d dorso;

¢ frangos de corte na linha de inspe¢éo

71
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APENDICE B — Genes de viruléncia pesquisados: sigla, significado e fungao.

Sigla Significado Principais fungdes
- adesdo as células M do intestino
IpfA Long Polar Fimbriae - favorece o tropismo pelas Placas de Peyer
p g p p Y
- confere imunidade cruzada entre sorovares
- autoagregacdo (maior sobrevivéncia)
agfA Agreggative Fimbriae - interagdo entre a Salmonella e o intestino
- formacdo de biofilmes
P— . - melhor interagdo entre bactéria e macréfagos
sefA  Salmonella Enteritidis Fimbriae ~ ) )
- atuagdo em conjunto com outras fimbrias
invA Invasive - il}temalizggﬁ(') (_la bactéria para invasdo das
células epiteliais
hilA Hiperinvasive - regulacdo dos componentes do TTSS
2 p
- proteina efetora do TTSS
. - indugdo de apoptose celular
avrA Avirulence - inibe produgao de IL-8 e TNF-a (prejudica
resposta inflamatoria)
- estimula deformag@o da membrana plasmatica e
sopE Salmonella Outer Protein citoesqueleto das células do hospedeiro (invaséo
bacteriana)
sivH  Salmonella Invasin Homologue - colonizagdo das Placas de Peyer
SpvC Salmonella Plasmid Virulence afeta interacao do siste?ma imune do l}o.spedeiro
- aumenta taxa de crescimento da bactéria




APENDICE C — Protocolos utilizados para pesquisa dos genes: concentragdes de reagentes do mix, condigdes do termociclador e

numero de ciclos no termociclador.
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Gene

Concentragao de reagentes

Condig¢des do termociclador

Ciclos

IpfA

agfA

sefA

invA

hilA

avrA

SopE

sivH

spvC

2,5uL Tampao 10x, 0,2ul. ANTPs (2,5mM), 1uL cada primer (20pmol),
0,2uL Taq Polimerase, 2ul. MgCl12 (4mM), 2ul. DNA

2,5uL Tampao 10x, 2uL dNTPs (2,5mM), 1uL cada primer (20pmol),
0,2uL Taq Polimerase, 1,25uL MgCI2 (2,5mM), 2uL. DNA

2,5uL Tampao 10x, 2uL dNTPs (2,5mM), 1uL cada primer (20pmol),
0,2uL Taq Polimerase, 1,25uL MgCI12 (2,5mM), 2ul. DNA

2,5uL Tampao 10x, 2uL dNTPs (2,5mM), 1uL cada primer (20pmol),
0,2uL Taq Polimerase, 1,25uL MgCI2 (2,5mM), 2uL. DNA

2,5uL Tampao 10x, 2uL dNTPs (2,5mM), 1uL cada primer (20pmol),
0,2uL Taq Polimerase, 0,75uL MgC12 (1,5mM), 2ul. DNA

2,5uL Tampao 10x, 2uL dNTPs (2,5mM), 1uL cada primer (20pmol),
0,2uL Taq Polimerase, 1pL MgCl12 (2,0mM), 2ul. DNA

2,5uL Tampao 10x, 2uL dNTPs (2,5mM), 1uL cada primer (20pmol),
0,2uL Taq Polimerase, 1pL MgCl12 (2,0mM), 2ul. DNA

2,5uL Tampao 10x, 2uL dNTPs (2,5mM), 1uL cada primer (20pmol),
0,2uL Taq Polimerase, 1uL. MgCl2 (2,0mM), 2ul. DNA

2,5uL Tampao 10x, 3uL dNTPs (2,5mM), 3,5uL cada primer (20pmol),
0,2uL Taq Polimerase, 1pL MgCl12 (2,0mM), 2uL. DNA

94°C, 1seg — 55°C, 1seg — 74°C, 21seg

94°C, 1seg — 55°C, 1seg — 74°C, 21seg

94°C, 1seg —55°C, 1seg — 74°C, lseg

94°C, 1seg — 55°C, 1seg — 74°C, lseg

94°C, 120seg — 62°C, 60seg — 72°C, 60seg

94°C, 60seg — 55°C, 60seg — 72°C, 60seg

94°C, 60seg — 55°C, 60seg — 72°C, 60seg

94°C, 30seg — 56°C, 45seg — 72°C, 45seg

93°C, 60seg —42°C, 60seg — 72°C, 120seg

35

35

35

35

30

35

35

35

30




APENDICE D — Amostras de Salmonella Enteritidis: ano de isolamento, origem e perfil
genético.

Identificagao Ano de Isolamento Origem Perfil
1 1996 carcaga” Pl
2 1996 carcaga” Pl
3 1996 carcaga® P1
4 1996 carcaga® Pl
5 1996 carcaga’ Pl
6 1996 carcagab P1
7 1996 carcaga’ P1
8 1996 carcag:acl P1
9 1996 carcaga’ P3
10 1996 carcaga” P3
11 1996 carcaga’ P2
12 1996 carcaga’ Pl
13 1996 carcaga’ P2
14 1996 carcaga” Pl
15 1996 carcaga’ P1
16 1996 carcaga® Pl
17 1999 carcaca’ Pl
18 1999 suabe de arrasto P1
19 1999 suabe de arrasto P1
20 1999 suabe de arrasto P1
21 1999 suabe de arrasto P1
22 1999 suabe de arrasto P2
23 1999 suabe de arrasto P1
24 1999 suabe de arrasto P1
25 1999 orgdo de ave P1
26 1999 orgao de ave P1
27 1999 orgdo de ave P1
28 1999 orgao de ave P1
29 1999 orgdo de ave P1
30 1999 orgao de ave P1
31 1999 orgdo de ave P1
32 1999 orgao de ave P1
33 1999 orgdo de ave P1
34 1999 orgao de ave P1
35 1999 orgdo de ave P1
36 1999 orgao de ave P1
37 1999 orgdo de ave P1
38 1999 orgao de ave P4
39 1999 suabe de arrasto P1
40 1999 orgao de ave P1
41 1999 orgdo de ave P1
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(continuagao)

Identificagdo Ano de Isolamento Origem

42 1999 orgdos de aves P2
43 2000 suabe de arrasto P1
44 2000 suabe de arrasto P1
45 2000 suabe de arrasto P3
46 2000 suabe de arrasto P1
47 2000 suabe de arrasto P1
48 2000 suabe de arrasto P1
49 2000 suabe de arrasto P1
50 2000 suabe de arrasto P1
51 2000 racao P1
52 2000 suabe de arrasto P2
53 2000 suabe de arrasto P1
54 2000 suabe de arrasto P1
55 2000 orgaos de aves P1
56 2000 orgdos de aves P1
57 2000 orgaos de aves P1
58 2000 orgdos de aves P1
59 2000 orgaos de aves P1
60 2000 orgdos de aves P1
61 2000 orgaos de aves P1
62 2000 orgdos de aves P1
63 2000 orgaos de aves P1
64 2000 orgdos de aves P1
65 2000 orgaos de aves P2
66 2000 orgdos de aves P1
67 2000 suabe de arrasto P1
68 2001 suabe de arrasto P1
69 2001 suabe de arrasto P1
70 2001 suabe de arrasto P1
71 2001 orgaos de aves P1
72 2001 orgdos de aves P1
73 2001 suabe de arrasto P1
74 2001 suabe de arrasto P1
75 2001 suabe de arrasto P1
76 2001 suabe de arrasto P1
77 2001 orgaos de aves P1
78 2001 suabe de arrasto P1
79 2001 orgaos de aves P1
80 2001 orgdos de aves P1
81 2001 orgaos de aves P1
82 2001 suabe de arrasto P1
83 2001 ovos bicados P1
84 2010 contetido cecal P1
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