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RESUMO

A Salmonella é um importante patégeno como agente causador de doengas gastroentéricas por meio do
consumo de alimentos contaminados. Para determinar a similaridade genética dos sorovares de
Salmonella, 340 amostras de fezes e tecido do ileo foram coletadas de suinos de diferentes idades e
estagios fisiolégicos de duas granjas localizadas na zona central do Estado de Sinaloa; as amostras de
ileo foram coletadas em um abatedouro TIF. A similaridade genética dos sorovares foi realizada por
digestdo com a enzima de restricdo Xbal e eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE). Salmonella e
0s sorovares Anatum, Seftenberg, Untipable, Javiana, Tokoin, Newport, Typhimurium, Weltevreden,
Serrakunda, Muenchen, Grupo C2, Grupo E1 (E2-E4), Grupo E1, Grupo C1 e Grupo F foram isolados de
32 das amostras testadas. O sorovar Anatum isolado com mais frequéncia teve uma similaridade genética
de 87.5 — 100 %, o Grupo E1 87.5 -100 %, o Serrekunda 88.9 -100 %, o Muenchen 100 %, o Senftenberg
96.6 % e o Newport 75.9 %; esses sorovares tiveram um coeficiente de Jaccard maior que 0.75 na analise
de PFGE e, portanto, foram considerados clones bacterianos. Em conclusdo, a porcentagem de
similaridade genética observada foi alta, indicando uma possivel fonte de contaminacdo cruzada nas
unidades de producéo de suinos analisadas.

Palavras-chave: Anatum, suinos, PFGE, Salmonella, sorovares.

ABSTRACT
Salmonella is an important pathogen as a causative agent of gastroenteric diseases by consumption of
contaminated food. To determine the genetic similarity of Salmonella serovars, 340 samples of feces and
ileum tissue were collected from pigs of different ages and physiological stages from two farms located in
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the central zone of the of State of Sinaloa; ileum samples were collected from FIT slaughterhouses. Gene
similarity of serovars was performed by digestion with the restriction enzyme Xbal and pulsed field gel
electrophoresis (PFGE). Salmonella and serovars Anatum, Seftenberg, Untipable, Javiana, Tokoin,
Newport, Typhimurium, Weltevreden, Serrakunda, Muenchen, Group C2, Group E1 (E2-E4), Group E1,
Group C1 and Group F were isolated from 32 of the samples analyzed. The most frequently isolated serovar
Anatum had a genetic similarity of 87.5 - 100 %, Group E1 87.5 -100 %, Serrekunda 88.9 -100 %, Muenchen
100 %, Senftenberg 96.6 % and Newport 75.9 %; these had a Jaccard coefficient greater than 0.75 in the
PFGE analysis and were therefore considered bacterial clones. In conclusion, the percentage of genetic
similarity observed was high, indicating a possible source of cross-contamination in the swine production
units analyzed.

Keywords: Anatum, pigs, PFGE, Salmonella, serovars.

INTRODUCAO

A Salmonella néo tifoide é considerada um grande problema de salde publica, e a
crescente relevancia dos suinos como reservatorios de Salmonella spp. levou varios
paises a estabelecer programas de vigilancia e controle para combater a infec¢éo e
reduzir os riscos a saude publica (Villalpando et al.,, 2017). Até o momento, sdo
conhecidos cerca de 2.600 sorovares dessa bactéria, que geralmente sdo encontrados
no trato gastrointestinal em espécies de animais domésticos e selvagens e até mesmo
em seres humanos (Herikstad et al., 2002). Os suinos geralmente sdo portadores
assintomaticos, excretando o patdégeno intermitentemente ou quando estressados
(Simons et al., 2015). Surtos de salmonelose associados ao consumo de carne suina
colocaram a carne suina e os produtos suinos como a segunda fonte mais importante de
infeccdo humana (Pires et al., 2011; Santana et al., 2020).

A eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) provou ser uma técnica altamente
discriminatéria e € frequentemente usada em estudos epidemiol6gicos de surtos
causados por microrganismos como Salmonella spp (Pires et al., 2014). A PFGE tem sido
Gtil e precisa no rastreamento de fontes de contaminacao, permitindo a identificacdo da
persisténcia, da contaminacado cruzada e da distribuicdo de Salmonella na producéo e no
processamento de suinos (Magistrali et al., 2008; De Busser et al., 2011; Kich et al., 2011;
Gomes et al., 2012; Villalpando et al.,, 2017). Varios protocolos de PFGE sé&o
padronizados para patdogenos bacterianos transmitidos por alimentos, que fazem parte
da rede nacional de vigilancia de doencas transmitidas por alimentos nos Estados Unidos
(Swaminathan et al., 2001). A enzima Xbal, seguida pela Apal, apresentou os melhores
resultados para diferenciar os isolados, agrupando-os em linhagens e mostrando
variacdes intrasserotipos. Os resultados dessas andlises, em varios paises da América
Latina, sdo analisados usando o PulseNet; isso garante a comparacéo dos padrdes de
PFGE em condicfes equivalentes (Cardozo et al., 2012). Os sorovares S. Derby e S.
Typhimurium foram isolados com mais frequéncia de suinos na América do Norte,
Europa, Asia e Oceania; na Africa, S. Hadar e na América Latina, S. Meleagridis, S.
Anatum e S. Agona (Dos Santos et al., 2019). Em um estudo realizado no Brasil, sugeriu-
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se que S. Typhimurium e sua variante monofasica 4, 5, 12: i. apresentaram perfis
genéticos idénticos ao determinar a similaridade genética por PFGE (Dos Santos et al.,
2019); sendo, aléem disso, o0 sorovar com a maior prevaléncia em diferentes areas da
fazenda. No México, a sorotipagem de 358 cepas de Salmonella enterica isoladas de
carne suina moida, frango e carne bovina mostrou que os sorotipos mais frequentes sao
S. Anatum, S. Newport e S. Typhimurium (Villalpando et al., 2017).

O objetivo do estudo foi determinar a similaridade genética de sorovares de Salmonella
isolados de amostras fecais coletadas de duas fazendas de ciclo completo localizadas
na zona central do Estado de Sinaloa e de amostras de ileo coletadas em um matadouro
do tipo inspecéo federal (TIF).

MATERIAL E METODOS

Coleta e isolamento de amostras de Salmonella

As amostras fecais foram coletadas na fazenda de porcos "La Huerta" e "Recoveco”,
localizadas na sindicatura de Culiacancito, municipio de Culiacan Rosales, e na vila de
Recoveco, municipio de Mocorito, Sinaloa, respectivamente.

Aproximadamente 40 g de matéria fecal foram coletados de porcas na area de gestacao;
posteriormente (10 dias depois), a matéria fecal foi coletada das mesmas porcas na area
de maternidade, bem como de seus filhotes (leitdes). Foram coletadas amostras fecais
do mesmo grupo de suinos durante sua permanéncia na area de iniciacao e na area de
engorda. Além disso, foram coletadas amostras de fauna nociva (matéria fecal de
roedores e baratas), &gua do tanque de resfriamento e 4gua residual apos a lavagem das
baias. Também foram coletadas amostras de fezes obtidas do trailer durante o transporte
para o abatedouro e antes do abate (amostras de fezes obtidas da baia de descanso).
Durante o processo de abate no Rastro Tipo Inspeccién Federal (TIF 99. FAPSA y
asociados S. A de C.V., Carretera Culiacan - El Dorado, km 12.5), aproximadamente 100
g de tecido do intestino delgado foram coletados da por¢céao do ileo. As amostras foram
colocadas em recipientes estéreis e previamente etiquetados.

As amostras foram processadas no Laboratorio de Patologia da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Autdbnoma de Sinaloa. Para o isolamento de
Salmonella, 1 g de material fecal e tecido intestinal foi pesado e incubado para pré-
enriguecimento por 48 h a 37 °C em caldo tetrationato (DifcoMR). Posteriormente, 100 pl
de caldo de tetrationato foram inoculados no caldo Rappaport Vassiliadis (DifcoMR) para
enriquecimento seletivo e incubados por 24 h a 42 °C. Por fim, as amostras foram
inoculadas em agar Xilose Lisina Tergitol-4 (XLT4 DifcoMR), seguido por um periodo de
incubacéo de 24 horas a 37 °C.
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Extracdo de DNA para analise de similaridade de genes

A preparacao da amostra foi realizada a partir de culturas frescas em agar tripticaseina-
soja (DifcoMR) incubado a 37 °C por 24 horas; em seguida, as colénias bacterianas foram
misturadas em 2 mL de tampé&o de suspensao de células até atingir uma densidade optica
de 0.52. A temperatura foi mantida a -20 °C, 20 pL de proteinase K foram adicionados e
incubados a 42 °C em um banho-maria por 10 minutos. Ao mesmo tempo, foi preparada
agarose certificada a 1 % e 400 pl de agarose foram misturados com 400 pl da suspenséo
de células contendo proteinase K, e a suspenséao foi entdo depositada em moldes de
plugues em triplicata até polimerizar. Cada triplicata de tamp®es foi colocada em tubos
falcon com 5 mL de tampéao de lise celular e 50 pl de proteinase K e incubada por 18
horas a 54 °C. Em seguida, os plugues foram lavados com agua estéril e tampao de acido
tris-etilenodiaminotetracético (TE) e, por fim, os plugues foram armazenados em frascos
de polipropileno previamente rotulados com 5 mL de tampéo TE.

Andlise de similaridade génica

A similaridade genética dos sorovares foi realizada por digestdo com a enzima de
restricdo Xbal e eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE), usando o sistema CHEF-
DR Il BIORAD no Centro de Pesquisas Epidemiologicas de Sinaloa (Culiacan, Sinaloa,
México), certificado pela Organizacdo Mundial da Saude e pela Global Foodborne
Infections Network. As condi¢cbes de execucao eletroforética utilizadas foram: tensdo de
6 V/cm, angulo de 120°, tempo de pulso inicial de 2.2 segundos, tempo de pulso final de
63.8 segundos, miliampere (mA) inicial de 132, temperatura de 14 °C por 19 h. Apés a
eletroforese, o gel foi corado com brometo de etidio e as imagens dos géis foram
capturadas com um fotodocumentador de imagem Alpha. A analise dos géis foi realizada
com o software GelCompar Il no Instituto Nacional de Saude Publica (INSP). Os isolados
foram atribuidos a um tipo diferente de PFGE quando foi detectada diferenca genética. A
analise de agrupamento foi realizada usando o coeficiente de Jaccard e o0 método de
grupo de pares ndo ponderado com médias aritméticas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 340 amostras de suinos sem sinais digestivos compativeis com salmonelose
foi processado. A Salmonella foi isolada de 32 das amostras coletadas e 0s seguintes
sorovares foram identificados: S. Anatum, S. Seftenberg, S. Untipable, S. Javiana, S.
Tokoin, S. Newport, S. Typhimurium, S. Weltevreden, S. Serrakunda, S. Muenchen, S.
Group C2, S. Group E1 (E2-E4), S. Group E1, S. Group C1, S. Group F. (Tabela 1).

Foi identificada a similaridade genética dos sorovares de Salmonella isolados de
amostras fecais nas diferentes areas de producéo, de ambas as fazendas e em diferentes
momentos de amostragem. Os sorovares de S. Anatum isolados de fezes de suinos na
area de engorda e de tecido (ileo) apresentaram uma similaridade genética de 100 %; os
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sorovares de S. Anatum isolados de fezes de leitdes e ratos retirados da area de paricao,
tecido (ileo) e fezes de suinos obtidos do corredor de transferéncia apresentaram uma
similaridade de 96.3 a 97 %. Os sorovares de S. Anatum isolados das fezes de suinos
da area de gestacao e da agua residual obtida da fossa comum na fazenda "Recoveco”
apresentaram uma similaridade genética de 86.7 %. Cinco sorovares do grupo S. E1,
dois sorovares S. Newport, dois sorovares S. Seftenberg e dois sorovares S. Serrakuda
apresentaram uma similaridade génica e um indice Jaccard maior que 0.75. A S.
Muenchen compartilhou 100 % de similaridade genética com o sorovar S. Group C2,
enquanto o sorovar S. Tokoin teve 97 % de similaridade genética com a Salmonella S.
Group C1; o restante dos sorovares testados apresentou similaridade genética inferior a
75 % (Figura 1).

Hung-Chih et al. (2014) relataram 12 sorovares, dos quais 0s cinco mais comuns foram
S. Typhimurium, S. Choleraesuis, S. Derby, S. Livingstone var. 14+ e S. Schwarzengrund,
que representaram 84 % dos isolados em todos os suinos; desses, 44 % tinham padrdes
de PFGE estreitamente relacionados a isolados humanos. No presente estudo, o sorovar
com a maior frequéncia de isolamento foi 0 S. anatum, com 86 e 100 % de similaridade
genética entre eles. Dos Santos et al. (2019), em um estudo realizado no sul do Brasil,
identificaram S. Typhimurium em amostras fecais coletadas de diferentes é&reas
produtivas dentro da fazenda e em diferentes fazendas, com perfis eletroforéticos
idénticos (100 % de similaridade); esses resultados séo consistentes com o0s obtidos, nos
quais foram obtidos perfis com alta similaridade genética, excedendo o coeficiente de
Jaccard de 0.75.

No caso particular do sorovar S. anatum, isolado com maior frequéncia tanto nas fezes
quanto nas amostras de tecido intestinal da regido do ileo, foi observada uma similaridade
genética de 86.7 a 100 %. No restante dos sorovares analisados, a similaridade genética
também foi alta: S. Grupo E1: E2-E4 e S. Grupo E1, com similaridade entre 87.5 -100 %,
S. Serrekunda entre 88.9 -100 %, S. Muenchen e S. Grupo C2 de 100 %, S. Senftenberg
de 96.6 % e S. Newport de 75.9 %; portanto, eles podem ser considerados idénticos. Isso
pode indicar possivel contaminagao cruzada ou contaminagcdo da mesma fonte dentro da
fazenda. A contaminacao cruzada nas fazendas representa um desafio para o controle e
a erradicacdo da bactéria. Isso pode aumentar a disseminacdo dentro da fazenda,
colocando em risco a saude dos animais e, sendo uma doenca zoondtica, a saude
humana também é colocada em risco pelo consumo de produtos animais contaminados.
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Tabela 1. Frequéncia dos sorovares de Salmonella e fontes de isolamento

Serovar Area de isolamento Porcentagem de isolamento
Anatum Maternidade (fezes de leitdes)
Fezes de roedores 31.3

Engorda (fezes)

fleo

Seftenberg Maternidade (fezes) 6.3
fleo

Gestacao (fezes)

Untypable Gestagao (fezes) 3.1
Javiana Gestacao (fezes) 3.1
Tokoin Gestacao (fezes) 3.1
Newport Desmame (fezes) 6.3
Typhimurium lleo 3.1
Weltevreden Agua do tanque de resfriamento (gestagao) 3.1
Serrakunda Gestacao (fezes) 6.3

Agua del tanque de refrigeracion (gestacion)

Muenchen Desmame (fezes) 3.1

Grupo C2 Maternidade (fezes) 6.3

Barata (area da maternidade)

Grupo E1 (E2-E4) Agua residual de fossa comum 3.1

Maternidade (barata)
Grupo E1 Gestagao (agua do reservatorio 15.6
fleo

Maternidade (piscina de fezes)

Grupo C1 lleo 3.1

Grupo F Desmame (fezes) 3.1
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Figura 1: Analise de PFGE
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Os sorovares S. Anatum, S. Seftenberg, S. Tokoin, S. Newport, S. Typhimurium, S. Serrakunda, S.
Muenchen, S. Group E1 (E2-E4), S. Group E1 e S. Group C1 apresentaram um coeficiente de Jaccard
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superior a 0.75 na anélise de PFGE e, portanto, sdo considerados clones bacterianos.
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Kureljusic et al. (2017) isolaram os sorovares S. Dervi, S. Infantis e S. Typhimurium de
suinos na area de abate, observando uma similaridade génica de 98 a 100 % para S.
Dervi, sendo também o mais frequentemente isolado; eles também indicaram que o0s
sorovares S. Infantis e S. Typhimurium apresentaram uma alta similaridade génica. Na
presente pesquisa, o sorovar S. Anatum, isolado de amostras de ileo obtidas da planta
de processamento do abatedouro TIF 99, apresentou uma similaridade genética de 95
%; os sorovares S. Group E1 (E2-E4), S. Group E1, S. Seftenberg, S. Typhimurium e S.
Group C1 também foram isolados. No caso do sorovar S. Seftenberg, isolado de
amostras de ileo e fezes da area de maternidade, foi observada uma similaridade
genética de 96.6 %; esses resultados sdo semelhantes aos relatados por Santana et al.
(2020), que relataram uma similaridade genética para o sorovar S. Seftenberg isolado de
fezes de porcas na area de gestacao, area de lactacéo e leitdes na area de desmame.
Estudos anteriores indicam a presenca de varios sorovares de Salmonella nas fezes e
no tecido intestinal, mostrando uma alta similaridade genética, o que poderia indicar
contaminacdo cruzada, o que € consistente com os resultados obtidos no presente
estudo. Além da similaridade génica observada em S. anatum, foi encontrada alta
persisténcia, pois ela foi isolada de amostras coletadas em datas com até 10 meses de
diferenca; esse achado sugere a persisténcia de Salmonella nas diferentes areas. Um
relatorio semelhante, com 150 dias de diferenca entre as amostras, foi observado em
isolados dos sorovares S. 4, [5], 12:1, S. Rissen e S. Derby, em fezes de leitbes da mesma
fazenda (Bernad et al., 2021). A esse respeito, Casanova et al. (2019), indicaram uma
similaridade de PFGE superior a 90 % para os sorovares S. Rissen, S. Brandenburg e S.
Derby e observaram padrdes de infec¢do de longo prazo (mais de 200 dias) em leitdes.
Além disso, eles relataram similaridade genética nos sorovares S. Derby, S. Anatum e S.
4, [5], 12: i, em porcas de diferentes fazendas a partir de amostras fecais coletadas com
mais de 300 dias de intervalo. Estudos anteriores sdo consistentes com os resultados
observados neste estudo, indicando que a Salmonella pode ter uma alta persisténcia em
unidades de producéo de suinos.
CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo indicam que os sorovares S. Anatum, S. Seftenberg,
S. Tokoin, S. Newport, S. Typhimurium, S. Serrakunda, S. Muenchen, S. Group E1 (E2-
E4), S. Group E1 e S. Group C1 sao clones bacterianos, sugerindo uma possivel fonte
de contaminacao cruzada, bem como uma alta persisténcia de Salmonella nas unidades
de producgédo de suinos testadas.
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