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ISOLAMENTO, CARACTERIZACAO E PERFIL DE RESISTENCIA
DE Salmonella spp. ISOLADAS DE CORTES DE FRANGOS

Resumo

O frango é a proteina animal mais consumida no Brasil e lider no ranking
mundial de exportagéo deste alimento. Seu elevado consumo se deve ao baixo
preco e alto valor nutricional, no entanto, € veiculo para microrganismos
patogénicos como Salmonella spp. Os agentes antimicrobianos foram utilizados
na avicultura durante muitos anos para controlar a proliferacdo desses
microrganismos e essa exposi¢cdo prolongada favoreceu o surgimento de
mecanismos de resisténcia em cepas de Salmonella spp. Sendo assim, o
objetivo do presente trabalho foi isolar e caracterizar bactérias do género
Salmonella spp. a partir de cortes de frangos comercializados na cidade de
Francisco Beltrdo — Parana, e verificar o perfil de resisténcia dos isolados frente
aos antimicrobianos utilizados na medicina humana. Foram adquiridas 40
amostras de cortes de frango dos supermercados de Francisco Beltrdo —PR. As
analises microbiolégicas seguiram as etapas de pré-enriquecimento,
enriquecimento seletivo e plaqueamento diferencial. As coldnias suspeitas foram
submetidas a provas bioquimicas realizadas em Kit para identificacdo de
enterobactérias (NEWPROV). Foram selecionadas, quatro colonias de cada
amostra com comportamento bioquimico de Salmonella spp, totalizando 28
iIsolados para a realizacdo do teste de sensibilidade a antimicrobianos. As

amostras que apresentaram resisténcia a ceftriaxona foram submetidas a



pesquisa de beta-lactamases de espectro estendido. Todos os isolados
submetidos a teste de sensibilidade a antimicrobianos demonstraram
sensibilidade ao meropenem, ao passo que 100% dos isolados foram resistentes
ao acido nalidixico. Foi observado uma elevada resisténcia aos antimicrobianos
beta-lactamicos. Foram encontrados 17 perfis diferentes de resisténcia, sendo
que 42,85% apresentaram perfil de multirresisténcia e 21,42% dos isolados
apresentaram fenotipo para producdo de Beta-Lactamase de Espectro Estendido
(ESBL). A frequéncia de lotes contaminados com Salmonella spp. de 17,5% em
cortes de frangos destinados a comercializacdo, aponta para a importancia de
uma adequada cocc¢édo e manipulacdo desses alimentos para a prevencédo de
surtos de salmonelose. A elevada resisténcia aos antimicrobianos e seu
potencial de disseminacdo encontrados nesse estudo € um dado preocupante,

pois coloca em risco o tratamento de infeccdes causadas por Salmonella spp.

Palavras-chave: antimicrobianos, microbiota, microrganismos, avicultura



ISOLATION, CHARACTERIZATION AND RESISTANCE PROFILE
OF Salmonella spp. ISOLATED FROM CHICKEN CUTS

Abstract

Chicken is an animal protein most consumed in Brazil, which is a leader in
the world ranking of exports of this food. Its high consumption must be low price
and high nutritional value, however, it is a vehicle for pathogenic microorganisms
such as Salmonella spp. Antimicrobial agents have been used in agriculture for
many years to control the proliferation of these microorganisms and this favored
prolonged stay or surgery of resistance mechanisms in strains of Salmonella spp.
Therefore, the aim of the present study was to isolate and characterize
Salmonella spp. from cuts of chickens marketed in the city of Francisco Beltrao -
Parana and verify the front resistance profile for antimicrobials used in human
medicine. 40 samples of chicken cuts were purchased from supermarkets in
Francisco Beltrdo - PR. The microbiological analyzes followed the stages of pre-
enrichment, selective enrichment and differential plating. The suspected colonies
were subjected to biochemical tests carried out in a Kit for the identification of
enterobacteria (NEWPROV). Four colonies from each sample were selected with
Salmonella spp. biochemical behavior, totaling 28 isolates, to perform the
antimicrobial sensitivity test. Samples that showed resistance to ceftriaxone were
subjected to extended spectrum beta lactamases. All isolates subjected to
antimicrobial susceptibility testing demonstrated sensitivity to meropenem,
whereas 100% of the isolates were resistant to nalidixic acid, a high resistance
to beta lactam antimicrobials was also observed. Seventeen different resistance
profiles were found, with 42.85% showing a multi-resistance profile and 21.42%
of the isolates showing a phenotype for ESBL production. The frequency of
batches contaminated with Salmonella spp. of 17.5% in chicken cuts destined for
commercialization, points to the importance of proper cooking and handling of
these foods for the prevention of salmonellosis outbreaks. The high resistance to

antimicrobials and their potential for dissemination found in this study is a



worrying fact, as it puts at risk the treatment of infections caused by Salmonella

spp.

Keywords: Antimocrobials, microbiota, microorganisms, poultry
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1 Avicultura no Brasil

A avicultura brasileira € uma das mais desenvolvidas do mundo e o Brasil
€ 0 segundo maior produtor de carne de frango desde 2015, atras apenas dos
Estados Unidos e superando paises como a China. Mundialmente, no ano de
2017, foram consumidos, aproximadamente 89,9 milhdes de toneladas de carne
de frango, sendo que, 13,1 milhdes de toneladas foram produzidos pelo Brasil
(EMBRAPA, 2018).

A producdo de carne de frango vem se consolidando no Brasil desde
1940, onde a producdo era basicamente artesanal, centrada em pequenas
propriedades rurais e comercializada para pequenos agougues. A partir da
década de 1970, a producdo passou a ganhar escalas industriais, com
abatedouros de grandes portes e novas tecnologias, com a finalidade do
aprimoramento e da melhoria do produto para producdo em larga escala (VOILA,
TRICHES, 2015).

Indmeras mudancas tecnologicas no processo produtivo, resultaram em
ganhos significativos na produtividade e possibilitaram o setor alcancar o
patamar atual, como o0 uso de equipamentos de ultima geracéo, diminuicdo do
tempo de engorda das aves, uso de racdes balanceadas e programas de
melhoramento genético como selecao de linhagens, transferéncia de embrides,
inseminacao artificial, clonagem e manipulacéo in vitro de embrides. Além de
investimentos na estrutura dos aviarios para aumentar o bem-estar das aves
durante a criacdo com a finalidade de melhorar o seu desenvolvimento
(ESPINDOLA, 2012).

De acordo com a Associacao Brasileira de Proteina Animal (ABPA, 2018),
0 consumo per capita de carne de frango no Brasil, aumentou significativamente
nos ultimos anos de 37,02 kg por habitante em 2007 para 42,07 kg por habitante
em 2017. Esse aumento no consumo também refletiu na producdo, que passou
de 10,98 milhdes de toneladas no ano de 2009 para 13,05 milhdes de toneladas

no ano de 2017, demonstrando um aumento de 18,85% da produgéo em apenas
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8 anos.

Em relagdo ao mercado externo, o Brasil lidera o ranking dos maiores
exportadores do mundo desde o ano de 2004, com participacdo de
aproximadamente 40% do mercado mundial de carne de frango. Em média
66,9% da producdo brasileira € destinado ao mercado interno e 33,1% para o
mercado externo. Em 2017, o volume total de exportacéo chegou a 4,3 milhdes
de toneladas, para mais de 150 paises (ARANDA et al., 2017; ABPA, 2018).

Dentre os estados brasileiros, o Parana lidera o ranking de producéo de
carne de frango, sendo que, no ano de 2017 foi responsavel pelo abate de 4,48
milh&es de toneladas e exportou 37,2% do total de frango do pais (EMBRAPA,
2018; ABPA, 2018). Atualmente, o estado possui 220 cooperativas, que juntas
totalizaram um faturamento R$ 70,6 bilhdes no ano de 2017 (OCEPAR, 2018).

Além disso, as cinco primeiras empresas associadas da ABPA de
exportacdo de carne de frango do Brasil, estdo instaladas no Parana,
confirmando o excelente aproveitamento do estado. Os estados de Santa
Catarina e Rio Grande do Sul também se destacam nas exportacoes,
representando 22,95% e 17,58% respectivamente. Juntos, a regidao Sul, exporta
cerca de 77,73% do total de carne de frango produzida no Brasil (ABPA, 2018).

O sistema agroindustrial avicola € de extrema importancia para a
economia do pais, uma vez que emprega direta ou indiretamente, 5% da
populacéo, correspondendo a mais de 5 milhdes de brasileiros e € responsavel
por quase 1,5% do Produto Interno Bruto (PIB) nacional. Este setor é constituido
de dezenas de empresas exportadoras, centenas de empresas beneficiadoras e
milhares de produtores integrados (ABPA, 2018).

O setor avicola possui vantagens competitivas no mercado interno e
externo pelo fato de possuir um rapido ciclo produtivo e por ser uma proteina de
baixo custo, o que atrai consumidores de diferentes niveis socioeconémico
(RECK, SCHULTZ, 2016). O consumo de carne de frango no Brasil tem
aumentado com o passar dos anos, iSso porque muitos brasileiros mudaram
seus habitos alimentares em relacdo ao consumo de carnes (VOGADO, 2016).
De acordo com a ABPA (2018), o consumo per capita no ano de 2009 era de

38,47 kg, em 2016 esse valor passou para 42,07 kg, evidenciando um aumento
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de 9,35% do consumo por habitante em apenas 7 anos.

O marcante aumento do consumo de carne de frango é caracterizado pela
preocupacao da populacdo com a saude, optando por mudancas no habito
alimentar incluindo a substituicdo de carnes vermelhas por outras carnes como
a de frango e de peixes. Além disso, 0s investimentos em tecnologias, o aumento
da fiscalizacdo sanitaria e a melhor organizacdo do setor avicola fez com que
surgissem novas marcas e produtos mais atrativos, aumentando ainda mais a
aceitacdo dos brasileiros em relacdo ao consumo dessa carne (VOILA,
TRICHES, 2015).

Para assegurar a qualidade do produto que chega a mesa do consumidor,
€ de fundamental importancia a adesao de um sistema de producao adequado
e organizado. Para isso, deve ser implementado nas granjas o manual de Boas
Praticas de Producdo, que recomenda medidas de instalacbes, manejo e
alimentacdes dos frangos e o manual de Boas Praticas de Fabricacdo nas
indUstrias para que seja garantida a seguranca e a qualidade desses alimentos
(EMBRAPA, 2018).

O consumo da carne de frango € considerado um habito saudavel e
nutritivo, pois trata-se de uma fonte importante de proteina de origem animal,
além de ser rica em ferro, aminoacidos e vitaminas, especialmente do complexo
B, como B> e B12. No entanto, quando in natura pode ser um ambiente propicio
para o desenvolvimento de microrganismos patogénicos, como Salmonella spp.
(WELKER et al., 2010; DE SALES SOUZA et al., 2016).

1.2 Microrganismos em frangos

Diversos microrganismos, como fungos, protozoarios e bactérias habitam
o trato gastrointestinal das aves. A microbiota é formada principalmente por
bactérias, com predominio de Gram-negativas, e em menor quantidade por
Gram-positivas, refletindo o ambiente de criacdo, abate e condi¢cdes de
processamento. Esses microrganismos podem estar fixados ao epitélio ou livres
na luz intestinal e sua multiplicacdo ocorre de forma mais rapida que a eliminacao
pelas fezes (JEURISSEN et al., 2002; GABRIEL et al., 2006).
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As bactérias que colonizam o trato gastrointestinal das aves podem ou
nao serem patogénicas. As ndo patogénicas auxiliam na estimulac¢éo do sistema
imunoldgico, producéo de vitaminas, inibicdo da proliferacdo de microrganismos
patogénicos e facilitam a digestdo e absorcdo de nutrientes. Enquanto, as
bactérias patogénicas podem causar infeccbes promovendo putrefacdo
intestinal, producéo de toxinas e reducao da digestado e absorcao de nutrientes
e, se nao houver o controle do desenvolvimento da populagéo, essas infecgoes
podem trazer sérios prejuizos para a salude das aves, que na maioria dos casos
€ condenada e considerada imprépria para o consumo humano (JEURISSEN et
al., 2002).

O equilibrio da microbiota intestinal pode sofrer alteracdes devido a
alimentacdo inadequada, estresse, condi¢cbes higiénicas e sanitarias do
ambiente de criacdo e enfermidades adquiridas pelas aves. Esses fatores podem
elevar o desenvolvimento e multiplicacdo bacteriana competindo por nutrientes
da propria ave ou ainda favorecendo o desenvolvimento de determinada
comunidade microbiana (APAJALAHTI, 2005).

Diante desse contexto, a carne de frango, pode atuar como vetor de
microrganismos causadores de doencas na populacdo humana. A contaminacao
por essas bactérias também pode ocorrer durante o processamento do alimento,
visto que a carne de frango, passa por inUmeros processos até chegar a mesa
do consumidor, aumentando a probabilidade de contaminacdo do alimento e
resultando em elevados prejuizos socioecondmicos. Dentre as diversas
bactérias patogénicas que podem ser transmitidas pelas aves e causar
toxinfeccbes nos consumidores se destacam Staphylococcus aureus,
Salmonella spp. e bactérias do grupo coliformes (FRANCO, LANDGRAF 2005;
WELKER et al., 2010; SILVA et al., 2016; ZAGONEL et al., 2017).

As bactérias do género Salmonella spp. sdo as de maior relevancia e
importancia clinica, pois frequentemente contamina a carne de frango no
momento do abate, durante a evisceracao, a escaldagem e o pré-resfriamento,
uma vez que é oriunda do intestino das aves. No entanto, as Boas Praticas de
Fabricacdo, como o uso adequado do bindmio tempo x temperatura podem

eliminar a Salmonella dos alimentos, pois é facilmente destruida por coc¢éo
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acima de 70°C, durante 15 e 20 minutos (LUBER, 2009; ZAGONEL et al., 2017).

Assim, é fundamental que o manipulador de alimentos tenha
conhecimento da presenca desses microrganismos na carne de frango para
evitar a contaminacgdo cruzada com outros alimentos, utensilios de cozinhas e
as préprias maos do manipulador. Existem bactérias capazes de migrar da
superficie para o interior da carne, dificultando sua eliminacao através do
processamento térmico. Além disso, alguns microrganismos presentes em aves
denominados psicrotroficos, possuem a capacidade de continuar seu
desenvolvimento e multiplicacdo em temperaturas de refrigeracdo a 7°C. Os
géneros Listeria, Staphylococcus e Pseudomonas sao os principais patdgenos
psicrotroficos de importancia clinica presentes na carne de frango. Algumas
cepas de Salmonella, apesar de n&o possuirem carater psicrotréficos,
desenvolveram a capacidade de resistir a baixas temperaturas (GABRIEL et al.,
2006).

1.3 Caracteristicas microbioldgicas do género Salmonella spp.

As bactérias do género Salmonella sdo bacilos Gram-negativos
pertencentes a familia das Enterobacteriaceae, méveis, ndo formadores de
esporos e anaerobios facultativos. Bioquimicamente as espécies do género
Salmonella séo produtores de H.S, catalase positiva, ndo fermentadores de
lactose, oxidase negativo e possuem a capacidade de descarboxilar
aminoacidos como ornitina e lisina. Conseguem se desenvolver e se multiplicar
em pH neutro, proximo de 7,0. Logo, meios extremamente acidos ou basicos
com pH inferior a 4,0 ou superior a 9,0 e de concentracdo salina maior que 9%,
tornam-se bactericida para esse microrganismo. A atividade de agua minima
para seu crescimento € de 0,94 e a temperatura de multiplicacao varia de 5°C e
47°C, sendo a 6tima entre 35 a 37°C. Temperaturas superiores a 60°C destroem
as células bacterianas, enquanto temperaturas baixas, de congelamento,
apenas inibem seu desenvolvimento e multiplicacdo, ndo provocando a morte da
célula. Podem ser encontradas no ambiente e colonizam, naturalmente, o trato

gastrointestinal de humanos e animais, com maior frequéncia em aves, suinos e
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bovinos, mas também podem causar infeccdes, sendo reconhecido como o
patdgeno mais comum na avicultura (FRANCO; LANDGRAF, 2005; KONEMAN
et al., 2008, TEIXEIRA, LIMA, 2008).

O género Salmonella possui duas espécies geneticamente distintas:
Salmonella bongori, isolada de animais de sangue frio e Salmonella enterica,
gue possui seis subespécies e contém mais de 2.579 sorotipos. Dentre estes,
1.531 pertencem a subespécie enterica (TINDALL et al., 2005). No Brasil, o0s
sorotipos mais frequentes em aves sdo: Enteritidis, Typhimurium, Heidelberg,
Agona e Mbandaka. Em outras subespécies e para a espécie S. bongori, a
divisdo em sorovares ocorre por meio da caracterizacdo de seus antigenos
somaticos (O), flagelar (H) e capsular (Vi) (TINDALL et al., 2005;
GUIBOURDENCHE et al., 2010).

A classificacdo das subespécies do género Salmonella, comegou em
1926, pelos cientistas White e Kauffman, posteriormente, em 1930, os trabalhos
desenvolvidos por esses dois cientistas deram origem ao esquema de Kauffman
e White, amplamente utilizado nos dias atuais e que propfe a divisdo de
subespécies de microrganismos em sorogrupos ou sorovares de acordo com a
presenca de seus antigenos (BRENNER, 2010; GUIBOURDENCHE et al., 2010;
DE JONG et al., 2012).

Os antigenos somaticos, sdo essenciais para a viruléncia bacteriana, séo
compostos por fosfolipideos e polissacarideos, garantindo resisténcia a acido,
alcool e temperaturas elevadas. Os antigenos flagelares estdo presentes na
estrutura de locomocédo bacteriana e os flagelos sdo termolabeis por serem
constituidos de proteinas. Alguns sorovares como Salmonella Typhi, Salmonella
Paratyphi e algumas cepas de Salmonella Dublin, além de antigenos somaticos
e flagelares, também possuem antigeno capsulares conferindo-lhes resisténcia
e protecdo (CAFFER, TERRAGNO, 2001; TINDALL et al., 2005;
GUIBOURDENCHE et al., 2010).

1.4 Salmonella spp. como agente de toxinfec¢cdes

As bactérias do género Salmonella spp. € um dos microrganismos mais
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envolvidos em Doencas Transmitidas por Alimentos (DTAs). Faz parte da
microbiota das aves, mas também possui a capacidade de causar infec¢des
graves em animais e humanos com inumeros sorovares potencialmente
patogénicos ja identificados (GUIBOURDENCHE et al., 2010).

A salmonelose, doencga causada por bactérias do género Salmonella, se
tornou um problema de saude publica devido ao seu elevado potencial de
disseminacéo. Varios surtos diretamente envolvendo a carne de frango ja foram
registados (AMSON, HARACEMIV, MASSON, 2006; KOTTWITZ et al., 2010;
BRASIL, 2018). A contaminacdo da carne de frango pode ocorrer desde o
momento da ecloséo do ovo até o seu abate e manipulacdo. A principal via para
a bactéria entrar em contato com a carne é através do manipulador e dos
materiais utilizados para o abate e o manejo do animal, demonstrando déficit de
higiene nos processos da cadeia produtiva (FRANCO, LANDGRAF 2005;
LUBER, 2009; VOSS-RECH, 2015).

A doenca pode ser causada por diversos sorotipos da bactéria, no
entanto, no Brasil, S. Enteritidis € o agente mais comumente encontrado,
correspondendo a 99% das salmoneloses humanas, seguida por S.
Typhimurium e S. Paratyphi, sendo essas duas ultimas, especificas para seres
humanos, ndo causando infeccbes em animais (FARDSANEI et al., 2017;
REYES et al., 2017).

A principal forma de transmisséo da Salmonella para humanos é por meio
da ingestdo de alimentos contaminados com a bactéria, que muitas vezes sao
preparados e armazenados de forma incorreta, o que facilita a multiplicacéo e o
desenvolvimento de cepas patogénicas, além de aumentar a dose ingerida. Os
principais alimentos envolvidos com a transmissdo da salmonelose sédo as
carnes de aves, suinas, ovos e leites (CANGEN, 2011).

A via fecal-oral é outra importante forma de transmissao, pois Salmonella
€ eliminada pelas fezes de humanos e de animais infectados e a sobrevida da
bactéria nas fezes pode ser longa, principalmente nas fezes secas utilizadas
como esterco e adubo. Em esterco bovino, esse microrganismo pode ficar viavel
para causar novas infecgdes por até 30 meses e em fezes de aves, pode resistir

por 28 meses. No ambiente, ha relatos de estirpes resistindo até 280 dias em
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solo cultivado e 120 dias em pastagens. Além de serem encontradas em
efluentes de 4gua proveniente da contaminagcdo com material de origem fecal
(HIRSH, ZEE, 2003; TEPLITSKI, AL-AGELY, AHMER, 2006; BRASIL, 2011;
CARVALHO et al., 2016).

O contato direto com animais infectados com a bactéria, auséncia de
saneamento basico e o tratamento ndo adequado do esterco e esgoto, também
sédo importantes fontes de contaminacao para a populacédo humana. Geralmente,
a dose infectante varia em torno de 10° a 108 células viaveis da bactéria, no
entanto, em pacientes imunocomprometidos, a dose infectante cai para nimeros
inferiores a 10% células (ZAGONEL et al., 2017).

1.4.1 Mecanismos de patogenicidade, manifestagcdes clinicas, tratamento,
prevencéao e controle

A patogenicidade varia de acordo com o sorotipo da Salmonella e as
condi¢cbes do hospedeiro tais como, idade, imunidade e presenca de outras
patologias associadas. De acordo com o sorotipo, as infec¢des e toxinfeccdes
podem apresentar-se na forma de gastroenterites leves até infec¢des sistémicas
graves. Sendo assim, a doenca apresenta trés classificacdes: a febre tifoide,
causada pela S. Typhi, a febre entérica causada por S. Paratyphi e as
enterocolites ou salmoneloses causadas pelos demais sorovares de Salmonella
(OLIVEIRA et al., 2013; MONTEZANI et al., 2018).

Durante o processo de infeccéo, a bactéria encontra inUmeros ambientes
hostis, além de precisar sobreviver a acdo do sistema imunolégico do
hospedeiro. Varios fatores de viruléncia sdo necessarios para que a bactéria
consiga invadir, colonizar, multiplicar e sobreviver no hospedeiro e causar
infeccdes (VIEIRA, 2009).

Inicialmente, Salmonella precisa ter a capacidade de aderir as células do
hospedeiro e a presenca de fimbrias é fundamental para esse processo. A partir
da adeséo, havera invasao e colonizacdo das células intestinais. Para isso, sao
necessarios genes inv, responsaveis por promover ondula¢des, denominada

rufles, na superficie da célula a ser infectada, permitindo a internalizacdo da
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bactéria. Duas toxinas, também sao produzidas durante o processo de invasao
celular, uma termolabel e outra termoestavel, sendo este, um importante
mecanismo de viruléncia expresso pela bactéria para causar a doenca (GIBSON
et al., 2006; VIEIRA, 2009; OLIVEIRA et al., 2013).

Nas enterocolites, 0 microrganismo ingerido passa pelo estbmago e se
multiplica nas células epiteliais da regido ileocecal, posteriormente, penetra no
epitélio e infecta fagoécitos, gerando resposta inflamatéria com liberacdo de
prostaglandinas e estimulagdo de AMP ciclico. Esse processo leva a um
aumento da secrecédo de agua, fluidos e eletrdlitos que ird desencadear o quadro
diarreico (CARVALHO et al., 2016).

As manifestagdes clinicas das enterocolites restringem-se a casos mais
brandos que envolvem cefaleias, febre, calafrios, nauseas, vomitos, colicas
abdominais e diarreia. O inicio dos sintomas ocorre de 6 a 72 horas apos a
ingestédo do microrganismo, normalmente a doencga é autolimitante e os sintomas
persistem por 2 a 3 dias. A recuperacédo completa ocorre apos dias ou semanas,
e esse prazo pode variar dependendo da dose infectante e das caracteristicas
do hospedeiro. Em idosos, enfermos e lactentes o risco aumenta e esse periodo
geralmente é maior. Mesmo apds o desaparecimento de todos os sintomas,
muitos pacientes continuam a eliminar a bactéria pelas fezes, disseminando-a
por até seis meses (TORTORA et al., 2012; SILVA et al., 2016).

Nas infec¢Bes sistémicas como a febre tifoide e febre entérica, a bactéria
infecta os linfonodos mesentéricos e o utilizam como veiculo para sua
disseminacdo para outros orgaos e tecidos. Inicialmente os principais 6rgaos
atingidos séo figado e baco, posteriormente pode acometer outros através da
corrente sanguinea (FRANCO; LANDGRAF, 2005).

A febre tifoide apresenta sintomas graves que incluem septicemia, febre
alta e continua, cefaleia, diarreia, nauseas, vomitos e anorexia, podendo evoluir
para Obito. O quadro diarreico pode variar de diarreia aguosa a sanguinolenta e
com muco. Em alguns casos, ocorre o desenvolvimento da sindrome do célon
irritado, caracterizada por diarreia branda persistente, seguida de quadro agudo
de gastroenterite. A duracdo da doencga pode chegar a dois meses, sendo o
periodo de incubacao de 7 a 21 dias (BRASIL, 2011; DE JONG et al., 2012).
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O quadro clinico da febre entérica é mais brando quando comparados aos
sintomas da febre tifoide, contudo, também podem levar a quadros de
septicemia. Apés a infeccdo, assim como nas enterocolites, alguns individuos se
tornam portadores assintomaticos e continuam disseminando a infec¢éo por
meses e até anos. A taxa de mortalidade por febre tifoide e entérica em geral
baixa, aumentando em pacientes idosos e lactentes, nesses casos 0 Obito
geralmente ocorre por choque séptico (SHINOHARA et al., 2008; DE JONG et
al., 2012).

A maioria das infec¢des causadas por sorotipos do género Salmonella é
autolimitante e os sinais e sintomas desaparecem em até 48 horas, nesses
casos, a terapia antimicrobiana néo é indicada, uma vez que prolonga o periodo
de excrecao do agente pelas fezes e favorece o surgimento de cepas resistentes
da bactéria. Nos casos de febre tifoide e de febre entérica, recomenda-se que o
tratamento com agentes antimicrobianos seja iniciado o quanto antes. Esse
tratamento deve ser mantido por pelo menos uma semana apos o individuo nédo
apresentar mais quadros febris. Com a introducéo dos antimicrobianos na pratica
terapéutica, os indices de mortalidade por infeccbes causadas por Salmonella
cairam de 15% para menos de 1% (SHINOHARA et al., 2008).

Medidas de controle e monitorizacdo em todas as etapas da producéo,
desde o ambiente de criacdo até a manipulacdo do alimento nas residéncias e
cozinhas industriais sdo fundamentais para a prevencdo das enfermidades
causadas por bactérias do género Salmonella. O manuseio correto e seguro da
carne crua, bom cozimento e higiene adequada na cozinha podem prevenir ou
reduzir o risco apresentado pelo alimento contaminado (EFSA, 2014; WHO,
2015).

Regulamentos e leis nacionais e internacionais preconizam normas para
controlar a presenca de microrganismos em alimentos de origem animal e evitar
sua disseminacdo. O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), estabeleceu através da Instrucdo Normativa (IN) n° 20, de 2016,
monitoramento e controle de Salmonella spp. nos estabelecimentos comerciais
de frango de corte e perus e nos locais de abate de aves registrados no Servigo

de Inspecéo Federal (SIF), objetivando reduzir a contaminacdo por esse
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patdgeno e garantir protecéo e qualidade ao consumidor (BRASIL, 2016).

1.5 Uso de antimicrobianos na industria avicola e disseminacdo da

resisténcia

O sucesso da produtividade do setor avicola esta diretamente relacionado
a saude intestinal dos frangos, no entanto, a producdo e criacdo intensiva
aumentou a probabilidade de as aves adquirirem enfermidades relacionadas ao
desequilibrio da microbiota, deixando clara a necessidade da utilizacdo de
medicamentos para restaurar a saude intestinal e promover o crescimento
saudavel das aves. Nesse sentido, os agentes antimicrobianos, séo amplamente
utilizados no setor avicola (BARROS et al.,2012; OLEFORUH-OKOLEH et al.,
2015).

Os antimicrobianos sé@o farmacos cuja principal funcdo é ocasionar a
morte ou inibicdo do desenvolvimento de microrganismos. Esses agentes podem
ter como mecanismos de acdo a parede celular, a membrana citoplasmatica, a
sinteses de acidos nucleicos, a sintese de proteinas e as vias metabdlicas, de
modo a inibir ou prejudicar o funcionamento e estrutura da célula bacteriana
(RIBEIRO et al., 2008; TORTORA et al., 2012).

Na producdo animal, os antimicrobianos sdo utilizados para controle e
tratamento de doencas infecciosas, promocédo do crescimento e profilaxia, uma
vez que promovem a modulacdo benéfica da microbiota e reduzem a producéo
de toxinas bacterianas e demais compostos téxicos, melhorando e aumentando
a produtividade com consequente diminuicdo da mortalidade (PELICANO et al.,
2004; RIBEIRO et al., 2008).

A introducdo dos agentes antimicrobianos em racdes de frangos foi
descrita pela primeira vez em 1949, no qual foi observado que linhagens de
frango alimentados com residuos de tetraciclina, cresciam e se desenvolviam
mais rapidamente que o grupo controle que nado recebeu tetraciclina em sua
alimentacéo (ZHAO, DONG, WANG 2010; MODI et al., 2011; WEI et al., 2011).

De acordo com relatério gerado pela US Food and Drug Administration

(FDA) quantidades abundantes de antimicrobianos foram utilizados em areas de
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producéo animal. No ano de 2013, mais de 14 mil toneladas de antimicrobianos
foram destinados para uso em animais, desses as tetraciclinas lideram o ranking
dos farmacos mais administrados, correspondendo a 5 mil toneladas, seguida
das sulfonamidas estimada em pouco mais de 90 toneladas (FDA, 2015).

A utilizacdo em excesso dos antimicrobianos na producdo avicola,
contribuiu para o surgimento de bactérias resistentes, sendo uma das provaveis
causas da emergéncia de cepas de Salmonella resistentes. A pressao seletiva
ocasionada pela exposicdo prolongada a essas substancias em doses
subterapéuticas, favorece o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia
expressos pelas bactérias, principalmente, a tetraciclinas e a estreptomicinas.
Em relacdo a Salmonella spp., estudos demonstram que 51% dos sorotipos
apresentam resisténcia a pelo menos um antimicrobiano utilizado na pratica
clinica humana (DIARRA, MALOUIN, 2014; PANDINI et al., 2014).

A resisténcia adquirida, devido ao uso abusivo de antimicrobianos no
setor avicola, por cepas de Salmonella e outras bactérias presentes no frango
se tornou causa de preocupacdo mundial. Considerando que essas aves sao
destinadas a alimentacdo humana, existe a possibilidade dessas bactérias, bem
como seus genes de resisténcia, serem transferidos e incorporados a microbiota
humana tornando-as resistentes (STANTON, 2013; CHANTZIARAS et al., 2014;
GARCIA-MIGURA et al., 2014; VAN BOECKEL et al. 2015).

A transferéncia da resisténcia para a microbiota humana através da
alimentacéo foi relatada pela primeira vez em 1975. No estudo foi constatado
gue a utilizacado de clorotetraciclina como promotor de crescimento favoreceu o
surgimento de cepas resistentes de Escherichia coli nos frangos. Essa mesma
resisténcia também foi observada nos microrganismos do trato gastrointestinal
da familia que habitava a fazenda que cuidava e consumia as aves (ROLAIN,
2013).

Diversos autores afirmam que as bactérias e seus genes de resisténcia
presentes na carne de frango podem ser incorporados a microbiota humana.
Esses genes, na maioria das vezes, estdo localizados em elementos moveis
como plasmideos e transposons, sendo possivel a transferéncia horizontal dos

genes de uma bactéria para a outra, caracterizando um elevado potencial de
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disseminacéo. Além disso, por meio de analises moleculares, ja foi demonstrado
gue elementos idénticos em sua composi¢cdo sdo encontrados em animais e
humanos e em bactérias patogénicas, oportunistas e comensais. Sendo assim,
a existéncia de cepas resistentes em animais destinados ao consumo humano
se torna uma ameaca a eficacia terapéutica dos antimicrobianos na pratica
clinica (TEUBER, 2001; GUIMARAES et al., 2010; ARIAS, DE MAIO CARRILHO,
2012).

Em consequéncia disso, alguns paises, como os da Unido Europeia,
baniram o uso de antimicrobianos como agentes de crescimento e melhoradores
de desempenho na criagéo de animais. Com isso, houve um crescente interesse
na busca de alternativas que sejam eficientes e viaveis a0 mesmo tempo
(SANTANA et al., 2011). No Brasil, o MAPA é o 6rgéo que realiza a fiscalizacéo
do uso de aditivos na alimentacdo animal pela Lei 6.198, de 26/12/1974
regulamentada pelo Decreto 6.296, de 11/12/2007, que proibe a utilizacédo de
avoparcina (Oficio Circular DFPA n° 047/1998), cloranfenicol e nitrofuranos (IN
9, 27/06/2003), carbadox (IN 35, 14/11/2005), anfenicadis, tetraciclinas, beta-
lactamicos quinolonas e sulfonamidas sistémicas (IN 26, 9/07/2009, revoga
Portaria 193/1998), espiramicina e eritromicina (IN 14, 17/05/2012) (BRASIL,
2017).

Até o ano de 2013, era permitido no Brasil, a utilizacdo de alguns
antimicrobianos na alimentacdo de frangos incluindo avilamicina, bacitracina
metileno disalicilato, bacitracina de zinco, sulfato de colistina, cloridrato de
clorexidina, enramicina, flavomicina, halquinol, lincomicida, tilosina e
virginiamicina (BRASIL, 2017). No entanto, no final de 2018, a Secretaria de
Defesa Agropecuéria (SDA), ligada ao MAPA publicou uma normativa, verificada
na Portaria SDA n° 171 que aborda a proibicdo do uso de antimicrobianos
promotores de crescimento como tilosina, lincomicina, virginiamicina, bacitracina
e tiamulina, sendo a colistina proibida desde 2016 (BRASIL, 2018).

Um estudo realizado por Salois et al. (2016), nos Estados Unidos, avaliou
0s impactos econdmicos e ambientais da retirada de antimicrobianos utilizados
na criacéo de frangos de corte. A pesquisa revelou que os antimicrobianos sao

fundamentais para manter a saiude dos animais e que essa agao resultaria em
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prejuizos econdmicos, além de impactos na conservacao de recursos naturais.
Segundo Bengtsson e Greko (2014), com a retirada dos antimicrobianos da
cadeia de producéo avicola, os custos para manter o animal saudavel e o preco
das matérias-primas para confeccao dos alimentos se tornam maiores, refletindo
no custo do produto para o consumidor.

Paralelamente, existem alternativas para substituir o uso dos
antimicrobianos como um maior controle no setor e sistema de producéao,
incluindo sanidade e higiene, cuidados com a alimentacdo dos animais,
investindo em produtos de origem natural, enzimas digestivas, probidticos,
prebidticos e complexos minerais organicos, além de manter os animais
vacinados. Porém, a eficacia depende da combinacédo de diversos fatores que
eleva o custo final do produto (ALLEN et al., 2013; DIAZ-SANCHEZ et al., 2015).
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Isolar e caracterizar Salmonella spp. a partir de cortes de frangos
comercializados na cidade de Francisco Beltrdo - PR e verificar o perfil de
resisténcia dos isolados frente aos antimicrobianos utilizados na terapéutica

humana.

2.2Especificos

e |solar e caracterizar por meio de analises fenotipicas cepas de Salmonella
spp. isoladas de amostras de cortes de frangos;

e |dentificar por meio de MALDI-TOF os isolados bacterianos provenientes
de amostras de cortes de frangos;

e Caracterizar o perfil de resisténcia dos isolados frente aos antimicrobianos
utilizados na pratica clinica humana;

e Analisar a ocorréncia de cepas com carater multirresistentes entre os
isolados;

e Verificar a presenca de cepas produtoras de Beta-Lactamases de
Espectro Estendido (ESBL).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta das amostras

No periodo de abril a agosto de 2019 amostras de carne de frango (n=40)
foram adquiridas de supermercados do municipio de Francisco Beltrdo, PR. As
amostras eram compostas de cortes de frangos resfriados (n=23) e cortes de
frangos congelados (n=17), sendo os cortes: coxas e sobrecoxas (n=28),
coxinha da asa (n=7) e filé de peito (n=5). As amostras foram obtidas em
condicbes usuais de embalagem e comercializacdo e, em seguida, foram
acondicionadas em recipiente com isolamento térmico e encaminhadas ao
Laboratorio de Microbiologia do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade
Estadual do Oeste do Parana — UNIOESTE, campus de Francisco Beltrdo — PR,
onde permaneceram sob refrigeracdo até o momento das analises
microbiolégicas. As amostras foram submetidas a pesquisa de Salmonella spp.
segundo Brasil (2003) e foram realizadas segundo as metodologias preconizadas
por Silva et al. (2010).

3.2 Anélises Microbiolbgicas

3.2.1 Pesquisa e isolamento de Salmonella spp.

Aliguotas de 25 g de cada amostra de cortes de frango a serem analisadas
foram pesadas e transferidas, assepticamente, para frascos contendo 225 mL
de &gua peptonada tamponada 0,1% (OXOID) para realizacdo do pré-
enriquecimento. Os frascos foram incubados por 24+2 horas em estufa
bacteriol6gica a 37£1°C. Aliquotas de 1,0 mL e 0,1 mL do enriguecimento nao
seletivo foram inoculadas, respectivamente, em 10 mL de Caldo Selenito Cistina
(SC) e em 10 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis (RV). O caldo SC foi incubado
a 37°C por 24 horas e o caldo RV a 42°C por 24 horas. ApGs o crescimento em

meio seletivo em caldo SC e em caldo RV foram realizadas estrias por
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esgotamento, a fim de obter col6nias isoladas nos meios Agar Hektoen entérico
(HE) e Agar Xilose Lisina Desoxicolato de Sodio (XLD), os quais foram utilizados
como meios sélidos seletivos e diferenciais e incubados a 37°C por 24 horas.

Das amostras que apresentaram col6nias tipicas de Salmonella spp.
foram selecionadas 10 colonias isoladas, as quais foram transferidas
individualmente para tubos de ensaio contendo 2 mL de caldo Brain Heart
Infusion (BHI) (ACUMEDIA) e incubadas por 24+2 horas em estufa bacteriologica
a 37+1°C a fim de aumentar a carga bacteriana. Uma aliquota foi armazenada
em temperatura de congelamento em solucéo estoque de BHI + glicerol (20%) e
o restante foi utilizado para realizacédo da coloracédo diferencial de Gram (SILVA
et al., 2010) e provas bioquimicas.

3.2.2 Provas bioquimicas

Colbnias tipicas de Salmonella spp. foram repicadas para placas
contendo agar MacConkey (ACUMEDIA) e incubadas em estufa a 37°C, por
24+2h, com o intuito de observar a capacidade da fermentacéo da lactose, sendo
gue, a maioria dos sorotipos de Salmonella spp ndo fermentam esse carboidrato.
Posteriormente, foi selecionada uma col6nia isolada, semeada em Kit para
identificacdo de enterobactérias (NEWPROV) e incubadas em estufa a 37°C, por
24 + 2h.

O kit € composto por 5 tubos contendo meios EPM, lisina, MIO, citrato e
rhamnose e permite a realizacdo de 10 provas bioquimicas, incluindo
desaminacdo do L-triptofano, produgdo de H»S, fermentacdo da glicose,
producdo de gas, descarboxilacdo da lisina e ornitina, producdo de indol,
motilidade, utilizacdo do citrato como fonte de carbono e fermentacdo da
rhamnose. O procedimento técnico de inoculacéo foi realizado de acordo com a
bula do Enterokit.

Incialmente foi recolhida metade de uma colénia com agulha
bacteriol6gica flambada e inoculada no tubo de EPM por picada central até o
fundo e estrias na superficie inclinada no meio. Sem flambar a agulha, foi

inoculado o tubo de lisina por picada central até o fundo e posteriormente o tubo
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MIO foi inoculado com a mesma agulha, sem flambar, por picada central até o
fundo, cuidando para que ao voltar, a agulha tenha seguido o mesmo trajeto,
para nao interferir na leitura da motilidade da bactéria.

Feito isso, a agulha foi flambada e recolheu-se a outra metade da mesma
colbnia para inoculagdo no tubo de Rhamnose por picada central até o fundo e
depois no tubo de citrato, estriando a superficie inclinada do meio no tubo.

Para a leitura e interpretacdo dos resultados do Enterokit seguiu-se as
recomendacdes do fabricante. No tubo de EPM a desaminacao do L-triptofano é
evidenciada pelo desenvolvimento de cor verde-garrafa no apice do tubo. A
leitura da glicose é feita pela observacéo de coloracdo amarela na base do tubo,
com ou sem producéo de gas, evidenciado pela ruptura do meio ou a formacao
de bolhas. A producéo de gas sulfidrico é verificada pelo aparecimento de cor
negra. No tubo de lisina, a cor amarela brilhante revela uma reacdo negativa e
gualquer cor diferente de amarelo é considerado positivo. O tubo de MIO permite
a leitura das provas de motilidade, descarboxilacdo da ornitina e producdo de
indol. A motilidade é observada pela turvacdo do meio, enquanto se houver
crescimento somente na picada, a prova € considerada negativa. A interpretacéao
da ornitina € semelhante a da lisina, ou seja, cor amarela indica prova negativa
e qualquer outra cor é considerada positiva. O indol é revelado pelo acréscimo
de algumas gotas do reativo de Kovacs, a formacdo de anel de cor vermelha
significa que houve a producéo de indol, portanto a prova € positiva. No tubo de
citrato o meio de cor verde se torna azul em caso de positividade e
permanecendo verde para provas negativas. Por fim, o tubo de rhamnose com
cor original verde, torna-se amarelo em caso de prova positiva.

A Newprov fornece aos usuarios do Enterokit, um sistema numérico para
facilitar a identificacdo das enterobactérias. As 10 provas bioquimicas, incluindo
a da fermentacao da lactose realizada no 4gar MacConkey, foram agrupadas em
4 conjuntos, sendo que para cada prova foi atribuido um namero. No caso de
prova positiva, € colocado o numero correspondente, enquanto para provas
negativas € atribuido o valor 0. A soma de cada elemento desse conjunto fornece
um numero de quatro digitos conforme exemplo demonstrado na Tabela 1, que

sugere 0 género e a espécie bacteriana (Manual de identificacdo de
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enterobactérias, Newprov).

Tabela 1. Sistema para identificacdo de enterobactérias- NEWPROV.

TRI LAC HS | GLI GAS LIS JIND ORN MOT | CIT RHA
6 2 1 6 2 1 6 2 1 2 1
9 9 9 3

TRI- Triptofano, LAC- lactose, H2S- acido sulfidrico, GLI- glicose, LIS- lisina, IND- indol, ORN-
ornitina, MOT- motilidade, CIT- citrato, RHA- rhamnose.

3.3 Confirmagéo do género Salmonella por MALDI-TOF

Foram selecionadas, de forma aleatdria, quatro colénias de cada amostra
gue apresentou colbnias com comportamento bioquimico de Salmonella spp,
totalizando 28 isolados. As amostras foram semeadas pela técnica de
esgotamento em agar BHI (ACUMEDIA) de forma a obter colonias isoladas e
foram imediatamente enviadas via Sedex para o laboratorio AQUACEN da
Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) para
confirmacédo do género Salmonella a partir da metodologia de MALDI —TOF.

Uma base de dados computadorizada interpreta e fornece o resultado
(BENAGLI et al. 2011).

3.4 Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos (TSA)

Os testes de sensibilidade a antimicrobianos foi realizado pelo método de
difusdo em &gar, segundo recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI 2005). Foram preparadas suspensfes recentes das bactérias
isoladas das amostras pesquisadas. Suspendeu-se colénias em solucéo salina
estéril 0,85% até obter-se uma turvacédo compativel com o grau 0,5 da escala de
MacFarland (1 x 10® UFC/mL). Cada suspenséo foi inoculada com o auxilio de
um swab na superficie de placas contendo Agar Mueller Hinton (MH). Apés a

secagem da superficie do agar adicionou-se assepticamente com o auxilio de
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uma pinca os discos de papel impregnados com antimicrobianos. As placas com
os antimicrobianos foram incubadas em estufa bacterioldgica a 36°C por 18 a 24
horas. Apos esse periodo com auxilio de uma régua foram medidos os didmetros
dos halos inibitérios de cada disco.

Foram utilizados os seguintes discos impregnados de antimicrobianos
para testar os isolados de Salmonella: ampicilina (10 pg), amoxicilina + &cido
clavulanico (20/10 pg), cefalotina (30 pg), cefalexina (30 ug), acido nalidixico (30
Kg), ciprofloxacino (5 pg), azitromicina (15 pg), gentamicina (10 pg), sulfazotrim
(25 pg), meropenem (10 upg), nitrofurantoina (300 pg), imipenem (10 pg),
ceftriaxona (30 pg) cefepime (30 pg). Como controle de qualidade foram
utilizadas cepas padrao de Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus
aureus ATCC 25923 (cedidas pela Unisep - Unido de Ensino do Sudoeste do
Parana) e Salmonella Typhimurium ATCC 14028 (cedidas pelo Instituto Oswaldo
Cruz). A leitura e a interpretacao dos resultados foram realizadas de acordo com
os padrdes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI 2005).

3.5 Pesquisa fenotipica de ESBL

As amostras que apresentaram resisténcia a ceftriaxona (cefalosporina de
terceira geracdo) foram submetidas a pesquisa fenotipica para a producédo de
beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) pelo teste de disco aproximacao
descrito por Jarlier et al. (1988). O preparo da suspenséo e o inéculo em placa
de Agar Mueller-Hinton foi realizado da mesma maneira como no teste de
antibiograma recomendado pela CLSI (2005). Posteriormente, no centro da
placa foi adicionado um disco contendo amoxacilina/acido clavulanico, e ao redor
deste, foram colocados discos de beta-lactamicos como ceftriaxona, ceftazidima,
cefoxitina e cefepime a uma distancia de 20 mm centro a centro e incubados a
37°C por 18 horas. O teste foi considerado positivo quando houve aparecimento
de halo fantasma ou ainda distorcdo do halo ao redor do disco beta-lactamico
(CLSI, 2007).

31



4. REFERENCIAS

ABPA — Associacao Brasileira de Proteina Animal. Relatorio Anual da ABPA
2018. Disponivel em: <http://abpabr.com.br/setores/avicultura/mercadointerno/

frango/abate-de-frango> Acesso: maio, 2019.

ALLEN, H. K. et al. Treatment, promotion, commotion: antibiotic alternatives in
foodproducing animals. Trends Microbiol, v. 21, n.3, p. 114-119, 2013.

AMSON, G. V.; HARACEMIV, S. M. C.; MASSON, M. L. Levantamento de dados
epidemioldgicos relativos a ocorréncias/ surtos de doencas transmitidas por
alimentos (DTAs) no estado do Parana — Brasil, no periodo de 1978 a 2000.
Revista Ciéncia e Agrotecnologia, v. 30, n. 6, p. 1139-1145, 2006.

APAJALAHTI, J. Comparative gut microflora, metabolic challenges, and potential
opportunities. Journal of Applied Poultry Research, v.14, n.2, p.444-453,
2005.

ARANDA, M. A. et al. Panorama da avicultura: balanco do comeércio brasileiro e

internacional. Revista Espacios, v. 38, n. 21, p.1-8, 2017.

ARIAS, M. V. B.; DE MAIO CARRILHO, C. M. D. Resisténcia antimicrobiana nos
animais e no ser humano. Ha motivo para preocupacdo? Semina, v. 33, n. 2,
p.775-790, 2012.

BARROS, M. R. et al. Resisténcia antimicrobiana e perfil plasmidial de
Escherichia coli isoladas de frango de corte e poedeiras comerciais no Estado
de Pernambuco. Pesq. Vet. Bras. v. 35, n. 5, p. 405-410, 2012.

BENAGLI, C. et al. Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass
spectrometry for the identification of clinically relevant bacteria. PLoS One. v. 6,
n.1, e16424, 2011.

BENGTSSON, B.; GREKO, C. Antibiotic resistance-consequences for animal
health, welfare, and food production. Ups J Med Sci. v. 119, n. 2, p. 96-102,
2014.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento. Aditivos

32



proibidos na alimentacdo animal e legislacdo correspondente. 2017.
Disponivel em: <http://www.agricultura.gov.br/assuntos/insumos-
agropecuarios/insumos-pecuarios/arquivos-de-insumos-

pecuarios/Substnciasproibidas.pdf> Acesso: setembro, 2019.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento. Instrucéo
Normativa n® 20, de 21 de outubro de 2016. Diario Oficial da Unido. Brasilia de
25 out. 2016. Secao 1, p.13.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Instrucao
Normativa n°® 62 de 26 de agosto de 2003. Oficializa os métodos analiticos
oficiais para analises microbiologicas para controle de produtos de origem animal

e agua. Diario Oficial da 35 Republica Federativa do Brasil, Brasilia, 18 set. 2003.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento/ Secretaria de
Defesa Agropecuaria. PORTARIA N° 171, DE 13 DE DEZEMBRO DE 2018.
Diario Oficial da Unido. Brasilia de 19 dez. 2018. Sec¢éo 1, p.23.

BRASIL. Ministério da Saude. Manual técnico de diagndéstico laboratorial de
Salmonella spp.: diagnostico laboratorial do género Salmonella, Fundacéo
Oswaldo Cruz. Laboratorio de Referéncia Nacional de Enteroinfeccdes

Bacterianas, Instituto Adolfo Lutz. Brasilia, 2011.

BRASIL. Ministério da Saude. Surtos de doencas transmitidas por alimentos
no Brasil. 2018 Disponivel em: <https://portalarquivos2.saude.gov.br/images/
pdf/2018/janeiro/17/Apresentacao-Surtos-DTA-2018.pdf>. Acesso: setembro,
20109.

BRENNER, F. W. et al. Salmonella Nomenclature. Journal of Clinical
Microbiology. v.38, n.7, p.2465-2467, 2000.

CAFFER, M. 1.; TERRAGNO, R. Manual de Procedimientos para la
Caracterizacion de Salmonella. Instituto Nacional de Enfermedades

Infecciosas. Departamento de Bacteriologia. Argentina: 2001.

CANGEN, J. R. Food poisoning and diarrhea: Small intestine efectes. Curr
Gastroenteral, v. 13, n. 5, p. 442-448. 2011.

33



CARVALHO, C. G. M. et. al. Detection of Salmonella spp. through polymerase
chain reaction (PCR) on eggs commercialized in Fortaleza, Ceara. Nutrivisa —
Revista de Nutricdo e Vigilancia em Saude. v. 2, n. 3, p. 113-118, 2016.

CHANTZIARAS, I. et al. Correlation between veterinary antimicrobial use and
antimicrobial resistance in food-producing animals: a report on seven countries.
J Antimicrob Chemother, v. 69, n. 3, p. 827-834. 2014.

CLSI, Clinical and laboratory standards institute. Performance standards for
antimicrobial susceptibility testing. 8th ed. Wayne: National Committee for
Clinical Laboratory Standards. 2005. 58p.

CLSI, Clinical and Laboratory Standards Institute. Performance standards for
antimicrobial susceptibility testing; informational supplement. 16th ed.

Wayne: National Committee for Clinical Laboratory Standards. 2007.

DE JONG, H. K., et al. Host—pathogen interaction in invasive salmonellosis. Plos
Pathogens, v. 8, n. 10, €1002933. 2012.

DE SALES SOUZA, I. J. G. et al. Condenac¢des néo patoldgicas de carcacas de
frangos em um matadouro-frigorifico sob inspecéo federal no estado do Piaui.

Revista Brasileira de Higiene e Sanidade Animal. v. 10, n. 1, p. 68-77, 2016.

DIARRA, M. S.; MALOUIM, F. Antibiotics in Canadian poultry productions and

anticipated alternatives. Frontiers in Microbiology, v.5, n. 5, p.1-15, 2014.

DIAZ-SANCHEZ, S. et al. Botanical alternatives to antibiotics for use in organic
poultry production. Poult Sci. v. 94, n. 6, p. 1419-1430, 2015.

EFSA - European Food Safety Authority. Explains zoonotic diseases:
Salmonella. 2014. Disponivel em: <http://www.efsa.europa.eu/sites/default/files/

corporate_publications/files/factsheetsalmonella.pdf>. Acesso: maio, 2019.

EMBRAPA — Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria. Producéo de Aves,
2018. Disponivel em: <https://www.embrapa.br/qualidade-da-carne/carne-

deaves/producao-de-aves/producao> Acesso: maio, 2019.

ESPINDOLA, C. J. Trajetérias do progresso técnico na cadeia produtiva de carne
de frango do Brasil. Revista Geosul, v. 27, n. 53, p. 89-113, 2012.

34



FARDSANEI, F. et al. Genetic diversity and virulence genes of Salmonella
enterica subspecies enterica serotype Enteritidis isolated from meats and eggs.
Microbial Pathogenesis, v.107, p.451-456, 2017.

FDA. Food and Drug Administration. CVM reports on antimicrobials sold or
distributed for food producing animals. 2015
<http://www.fda.gov/AnimalVeterinary/NewsEvents/CVMUpdates/ucm440585.ht
> Acesso: junho, 20109.

FRANCO, B. D. G. M, LANDGRAF, M. Microbiologia dos alimentos. Sé&o
Paulo: Atheneu, 2005. 183 p.

GABRIEL, 1. et al. Microflora of the digestive tract: Critical factors and
consequences for poultry. World’s Poultry. Science Journal, v. 62, n. 3, p. 499—
511, 2006.

GARCIA-MIGURA, L. et al. Antimicrobial resistance of zoonotic and commensal
bacteria in Europe: The missing link between consumption and resistance in

veterinary medicine. Vet Microbiol. v.170, n. 1, p.1-9, 2014.

GIBSON, D. L. et al. Salmonella produces an O-antigen capsule regulated by
AgfD and important for environmental persistence. Journal of Bacteriology, v.
188, n. 22, p. 7722-7730, 2006.

GUIBOURDENCHE, M. et al. X. Supplement 2003-2007 (No. 47) to the White-
KauffmannLe Minor scheme. Res. Microbiol., v. 161, n. 1, p. 26-29, 2010.

GUIMARAES, D. O.; MOMESSO, L. S.; PUPO, M. T. Antibiéticos: importancia
terapéutica e perspectivas para a descoberta e desenvolvimento de novos
agentes. Quim Nova, v. 33, n.3, p. 667-679, 2010.

HIRSH, D. C.; ZEE, Y. C. Microbiologia Veterinéria. Rio de Janeiro: Editora
Guanabara Koogan, 2003.

JARLIER, V. et al. Extended broadspectrum (-lactamases conferring
transferable resistance to newer B-lactam agents in Enterobacteriaceae: hospital
prevalence and susceptibility patterns. Rev. Infect. Dis. v. 10, n. 4, p. 867-878,
1988.

35



JEURISSEN, S. H. M. et al. Parameters and techniques to determine intestinal
health of poultry as constituted by immunity, integrity, and functionality. Horizon
Scientific Press, v. 3, p.1-14, 2002.

KONEMAN, E. W. et al. Diagnostico Microbiol6gico. Texto e Atlas Colorido.
Sexta Ed. Guanabara Koogan. 2008.

KOTTWITZ, L. B. M. et al. Avaliacdo Epidemiolégica de Surtos de Salmonelose
Ocorridos no Periodo de 1999 a 2008 no Estado do Parana, Brasil. Acta
Scientiarum. Health Sciences. v. 32. n. 1. p.9-15, 2010.

LUBER, P. Cross-contamination versus undercooking of poultry meat or eggs -
which risks need to be managed first? International Journal of Food
Microbiology. v. 134, n. 1, p. 21-28, 2009.

MODI, C. M. et al. Growth promoting use of antimicrobial agents in animals. J
Apllie Pharma Sci. v. 1, n. 8, p. 33-36, 2011.

MONTEZANI, E.; et al. Isolamento de Salmonella spp. e Staphylococcus aureus
em carne de frango e condi¢cdes dos estabelecimentos comerciais no municipio
de Tupa-SP. Colloquium Vitae. v. 9, n. 2, p. 30-36, 2018.

OCEPAR. Sistema OCEPAR. Organizacdo das Cooperativas Paranaenses.
OCEPAR: Ha 47 anos promovendo o cooperativismo paranaense. 2018.
Disponivel em: <http://www.paranacooperativo.coop.br/ppc/index.php/sistema-
ocepar/comunicacao/2011-12-07-11-06-29/ultimas-noticias/117110-ocepar-ha-

47-anos-promovendo-o-cooperativismo-paranaense> Acesso: outubro, 2019.

OLEFORUH-OKOLEH, V. U. et al. Evaluation of growth performance,
haematological and serum biochemical response of broiler chickens to agueous
extract of ginger and garlic. Journal of Agricultural Science, v.7, n.4, p.167-
173, 2015.

OLIVEIRA, A. P. et al. Salmonella enterica: genes de viruléncia e ilhas de
patogenicidade. Enciclopédia Biosfera, Centro Cientifico Conhecer, v.9,
n.16, p.1947-1972, 2013.

PANDINI, J. A. et al. Ocorréncia e perfil de resisténcia antimicrobiana dos

sorotipos de Salmonella spp. isolados de aviarios do Parand, Brasil. Arg. Inst.

36


http://www.paranacooperativo.coop.br/ppc/index.php/sistema-ocepar/comunicacao/2011-12-07-11-06-29/ultimas-noticias/117110-ocepar-ha-47-anos-promovendo-o-cooperativismo-paranaense

Biol. v. 82, p.1-6, 2014.

PELICANO, E. R. L. et al. Performance of broilers fed diets containing natural
growth promoters. Revista Brasileira de Ciéncia Avicola, v.6, n.4, p.231-236,
2004.

RECK, A. B.; SCHULTZ, G. Aplicacdo da metodologia multicritério de apoio a
decisao no relacionamento interorganizacional na cadeia da avicultura de corte.
Rev. Econ. Sociol. Rural. v. 54, n. 4, p. 709- 728, 2016.

REYES, A. W. B., et al. The in vitro and in vivo protective effects of tannin
derivatives against Salmonella enterica serovar Typhimurium infection.
Microbial Pathogenesis, v.109, p.86-93, 2017.

RIBEIRO, A. R. et al. Resisténcia antimicrobiana em Salmonella Enteridis
isoladas de amostras clinicas e ambientais de frangos de corte e matrizes
pesadas. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, v. 60, n. 5,
p. 1259-1262, 2008.

ROLAIN, J. M. Food and human gut as reservoirs of transferable antibiotic

resistance enconding genes. Front Microbiol. v. 4, n. 173. p. 1-10, 2013.

SALOIS, M. J.; CADY, R. A,; HESKETT, E. A. The environmental and economic
impact of withdrawing antibiotics from US broiler production. J Food Distrib Res,
v.47,n. 1, p. 79-80, 2016.

SANTANA, E. S. et al. Uso de produtos alternativos aos antimicrobianos na
avicultura. Enciclopédia Biosfera, v.7, n.13, p.985-1009, 2011.

SHINOHARA, N. K. et al. Salmonella spp., importante agente patogénico
veiculado em alimentos. Ciéncia & Saude Coletiva, v. 13, n. 5, p.1675-1683,
2008.

SILVA, K. R. C.; MENAO, M. C. Avaliacdo microbioldgica de cortes de frangos
comercializados na cidade de Sao Paulo. Atlas de Satude Ambiental, v. 3, n. 2,
p. 17-23, 2016.

SILVA, N. et al. Manual de métodos de analise microbioldgica de alimentos
e agua. 4. ed. Séo Paulo: Varela. 2010. 624p.

37



STANTON, T. B. A call for antibiotic alternatives research. Trends Microbiol.
v.21n. 3, p. 111-113, 2013.

TEIXEIRA, L. C.; LIMA, A. M. C. Ocorréncia de Salmonella e Listeria em
carcacas de frango oriundas de dois sistemas de criagdo no municipio de
Campinas, SP. Archives of Veterinary Science, v.13, n.3, p.191-196, 2008.

TEPLITSKI, M.; AL-AGELY, A.; AHMER, B. M. M. Contribution of the SirA
regulon to biofilm formation in Salmonella enterica serovar Typhimurium.
Microbiol Sgm v. 152, n. 11, p. 3411-3423, 2006.

TEUBER, M. Veterinary use and antibiotic resistance. Curr Opin Microbiol, v.4,
n. 5, p. 493-499, 2001.

TINDALL, B. J. et al. Nomenclature and taxonomy of de genus Salmonella. Int J
Syst Evol Micr. v.55, n.1, p.521-524, 2005.

TORTORA, G. J, FUNKE, B. R, Case CL. Microbiologia. 102 ed. Porto Alegre:
Artmed; 2012. 706-721p.

VAN BOECKEL, T. P. et al. Global trends in antimicrobial use in food animals.
Proc. Natl Acad. Sci. v. 112, n.18, p. 5649-5654. 2015.

VIEIRA, M. A. M. llhas de patogenicidade. O mundo da saude, v. 33, n.4, p.
406-414, 2009.

VOGADO, G. M. S. Evolucao Da Avicultura Brasileira, Nucleus Animalium, v.8,
n.1, p. 49-58, 2016.

VOILA, M.; TRICHES, D. A cadeia de carne de frango: uma analise dos
mercados brasileiro e mundial de 2002 a 2012. Revista Teoria e Evidéncia
Econbmica, v. 21, n. 44, p. 126-148. 2015.

VOSS-RECH, D. et al. A temporal study of Salmonella enterica serotypes from
broiler farms in Brazil. Poult. Sci. v. 94, n. 3, p. 433-441, 2015.

WEI, R. et al. Ocurrence of veterinary antibiotics in animal wastewater and
surface water around farms in Jiangsu, China. Chemosphere. v. 82, n. 10, p.
408-1414, 2011.

WELKER, C. A. D. et al. Analise microbiol6gica dos alimentos envolvidos em

38



surtos de doencas transmitidas por alimentos (DTA) ocorridos no estado do Rio
Grande do Sul, Brasil. Rev Bras de Bioc. v. 8, n. 1, p. 44-48, 2010.

WHO — WORLD HEALTH ORGANIZATION. Salmonella. 2015. Disponivel em:
<http://www.who.int/topics/salmonella/en/>. Acesso: maio, 2019.

ZAGONEL, E. F. et al. Avaliacdo presuntiva da qualidade higiénico-sanitaria de
coxas e sobrecoxas de frango resfriadas obtidas comercialmente. Anuério
Pesquisa e Extenséo Unoesc Videira, v. 2, p. 13457, 2017.

ZHAO, L.; DONG, Y. H.; WANG, H. Residues of Veterinary antibiotics in masures
from feedlot livestock in eight provinces of China. Sci Total Environ. v. 408, n.
5, p. 1069- 1075, 2010.

39



5. ARTIGO CIENTIFICO 01

ISOLATION, CHARACTERIZATION, AND RESISTANCE PROFILE OF

Salmonella spp. ISOLATED FROM CHICKEN CUTS

Isolation and resistance profile of Salmonella spp.
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*Universidade Estadual do Oeste do Parana, campus Francisco Beltrdo — PR, Centro de
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ABSTRACT: Introduction: Chicken meat is widely consumed in Brazil and can be a
vehicle for pathogenic microorganisms such as Salmonella spp. Antimicrobial agents
have been used in poultry for several years to control the proliferation of these
microorganisms, and such prolonged exposure has favored the emergence of resistance
mechanisms in strains of Salmonella spp. Method: Forty samples of chicken cuts were
purchased from supermarkets in Francisco Beltrdo — PR for the detection of Salmonella
spp. The suspected colonies underwent biochemical testing for the identification of
enterobacteria. Four colonies were selected from each sample positive for the bacteria,
totaling 28 isolates, which were submitted to the antimicrobial sensitivity test. Samples
that showed resistance to ceftriaxone were subjected to extended-spectrum beta-
lactamases (ESBL). Results: Among the analyzed bacterial samples, seven showed

biochemical behavior characteristic of Salmonella spp. (17.5%). All isolates submitted to
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antimicrobial susceptibility testing had the Salmonella genus confirmed by MALDI-TOF
and demonstrated sensitivity to meropenem, and 100% of the isolates were resistant to
nalidixic acid. High resistance to beta-lactam antimicrobials was observed. Seventeen
different resistance profiles were found, of which 42.85% had a multi-resistance profile,
and 21.42% of the isolates had a phenotype for ESBL production. Conclusion: The
frequency of lots contaminated by Salmonella spp. highlight the importance of proper
handling of these foods to prevent salmonellosis outbreaks, since high levels of resistance

were found, placing the treatment of Salmonella spp. infections at risk.

Keywords: Antimicrobials, microbiota, microorganisms, poultry

INTRODUCTION

Chicken meat is widely consumed by Brazilians since it is considered a healthy,
nutritious food, with high protein content. However, this food constitutes a vehicle for
pathogenic microorganisms and can cause infections in the consumer population®.

The gastrointestinal tract health maintenance of chickens and adequate conditions
of hygiene during production and rearing are essential to guarantee the quality of the food
that reaches the consumer’s table. However, the integrated production system and the
innumerable processes that the food undergoes until it reaches the consumer contribute
to the birds’ poor health, thus increasing the risk of contamination®,

Among the microorganisms that inhabit chickens and can cause diseases in
humans, the one of greatest clinical importance is the bacterium Salmonella spp. Despite
all technological development and the adoption of hygiene measures by breeders and

poultry industries, infections by Salmonella spp. are the most common foodborne
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diseases worldwide, with most serotypes of the genus being pathogenic to humans.
Research has revealed the presence of this bacterium in at least one-third of the broiler
samples analyzed?34°,

For years, antimicrobial agents have been used on a large scale in the production
of chickens for therapeutic, prophylactic purposes and as growth promoters. The long-
term use of antimicrobial agents in farm animals exerts selective pressure on bacteria,
contributing to the development of resistance. Since these animals are intended for human
consumption, it is possible that these microorganisms, as well as their resistance genes,
may be incorporated into the human microbiota through direct contact with the bird or
the ingestion of food or water contaminated with the bacteria®’.

In this context, the present study aimed at isolating and characterizing Salmonella
spp. from chicken cuts marketed in Francisco Beltrdo — PR, and verify the resistance

profile of the isolates against antimicrobials used in human therapy.

METHOD

From April to August 2019, samples of chicken meat (n = 40) were purchased in
supermarkets in Francisco Beltrdo — PR. The samples consisted of chilled chicken cuts
(n=23) and frozen chicken cuts (n=17), including thighs and drumsticks and wing, leg,
and breast fillet. The samples were obtained under conventional packaging and
commercial conditions.

The investigation of Salmonella spp. was carried out according to Brasil (2003)8
and followed the methodologies recommended by Silva et al. (2010)°. Suspicious

colonies were screened by biochemical testing using a kit for the identification of
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enterobacteria (NEWPROV)*, which includes biochemical tests such as deamination of
L-tryptophan, production of H2S, glucose fermentation, gas production, decarboxylation
of lysine and ornithine, indole production, motility, use of citrate as a carbon source, and
rhamnose fermentation.

Four colonies were selected from each sample that exhibited colonies with
biochemical behavior of Salmonella spp., totaling 28 isolates. The samples were sent to
the AQUACEN laboratory of the Veterinary School of the Federal University of Minas
Gerais (UFMG) for confirmation of the Salmonella genus using the MALDI —TOF
methodology.

The sensitivity test to antimicrobials was conducted using the agar diffusion
method, according to recommendations of the Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI), 2005%°. The tested antimicrobial agents included ampicillin (10 pg), amoxicillin
+ clavulanic acid (20/10 pg), cephalothin (30 ug), cephalexin (30 pg), nalidixic acid (30
Hg), ciprofloxacin (5 pg), azithromycin (15 pg), gentamicin (10 ug), sulphazotrin (25
1g), meropenem (10 pg), nitrofurantoin (300 pg), imipenem (10 pg), ceftriaxone (30 pg),
and cefepime (30 pg). Reference strains of the American Type Culture Collection were
used, namely: Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923
(provided by the Microbiology Laboratory of the Regional Hospital of Southwest
Parand), and Salmonella Typhimurium ATCC 14028 (supplied by the Oswaldo Cruz
Institute).

The results were read and interpreted according to CLSI (2005)° standards.
Isolates with resistance to third-generation cephalosporins (ceftriaxone) were subjected
to phenotypic evaluation for the production of ESBL, performed using the disc

approximation technique, according to CLSI standards (2007)**.
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RESULTS

Among the total samples analyzed (n = 40), seven lots exhibited colonies with
biochemical behavior suggestive of the genus Salmonella spp. (17.5%), five of which
were from chilled samples and two, from frozen samples, including cuts of thigh and
drumstick and wing drumette, as described in Table 1. All isolates referred for

identification by MALDI-TOF were confirmed for the Salmonella genus.

Table 1. Number of samples analyzed and positive for Salmonella spp. isolated from

chicken cuts marketed in Francisco Beltrdo — PR, according to cut and marketing

conditions.
Cuts Marketing condition Total samples analyzed Tognﬁ)glselgve
Wing drumstick Chilled N=7 N=1
Thigh and drumstick Frozen N=13 N=2
Thigh and drumstick Chilled N=15 N=4
Breast fillet Frozen N=3 N=0
Breast fillet Chilled N=2 N=0

N= Number of samples

The antimicrobial susceptibility test results (Table 2 and Picture 1) revealed that
the strains of Salmonella spp. showed resistance to nalidixic acid (100%), sulphazotrin
(3.57%), amoxicillin with clavulanate (17.85%), cephalothin (39.28%), gentamicin
(28.57%), azithromycin (28.57%), ampicillin (32.14%), imipenem (3.57%), cephalexin
(39.28%), nitrofurantoin (50%), ceftriaxone (35.71%), and cefepime (21.42%).

All isolates analyzed showed sensitivity to meropenem, whereas 100% were
resistant to nalidixic acid, representative of the class of first-generation quinolones. When
subjected to ciprofloxacin, a third-generation quinolone, no resistance was observed. The

strains showed only intermediate resistance and sensitivity (Picture 1).
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Table 2. Antimicrobial sensitivity profile of the isolates selected for the Salmonella spp.

antibiogram test from broiler cuts marketed in Francisco Beltrdo — PR in 2019.
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Antimicrobials

Sample-
Colony

SUT AMC Azl CIP GEN AMP MER  CFL IPM CFE NIT CRO  CPM

NAL

11
1-5
1-8

1-10
2-2
2-4
2-7
2-9
3-3
3-7

3-9

3-10
4-1

4-2

4-3

4-5

5-1

5-2

5-5
5-6
6-1

6-4
6-5

6-8
7-1
7-5
7-7

7-10
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NAL- Nalidixic Acid, SUT- Sulfazotrim, AMC- Amoxicillin + Clavulanic Acid, AZI-
azithromycin, CIP- Ciprofloxacin, GEN- Gentamicin, AMP- Ampicilin, MER-
Meropenem, CFL- Cephalotin, IPM — Imipenem, CFE- Cephalexin, NIT- Nitrofurantoin,
CRO- Ceftriaxone, CPM- Cefepime.

R- Resistant, S- Sensitive, |- Intermediate

Fig. 1: Number of isolates with intermediate resistance, resistance and sensitivity to

antimicrobials tested.
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NAL- Nalidixic Acid, SUT- Sulfazotrim, AMC- Amoxicillin + Clavulanic Acid, AZI-

azithromycin, CIP- Ciprofloxacin, GEN- Gentamicin, AMP- Ampicilin, MER-
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Meropenem, CFL- Cephalotin, IPM — Imipenem, CFE- Cephalexin, NIT- Nitrofurantoin,

CRO- Ceftriaxone, CPM- Cefepime.

Considering the total isolated, 42.8% were resistant to at least one of the beta-
lactam agents tested, in which the first-generation cephalosporins, cephalexin and
cephalothin, and ampicillin showed the highest percentage of resistance within this class
of antimicrobials (resistance percentages of 39.28%, 39.28%, and 32.14%, respectively).

Ten isolates (35.7%) were resistant to third-generation cephalosporins
(ceftriaxone) and underwent phenotypic analysis regarding ESBL production. Among the
ten isolates tested, six revealed this resistance mechanism phenotype, evidenced by halo
distortion and the formation of a “phantom zone” in the approach disc test.

In addition to resistance against third-generation cephalosporins, 21.4% of the
tested microorganisms were resistant to cefepime, a fourth-generation cephalosporin, and
one isolate (6-5) showed resistance to imipenem, a representative of the carbapenem
class.

In this study, 17 different resistance profiles (P1 to P17) were identified, as shown
in Table 3. The most frequent profiles were P3, represented by five of the 28 isolates
(17.8%), characterized by resistance to nalidixic acid, intermediate resistance to
azithromycin and nitrofurantoin, and sensitivity to the other tested antimicrobials, and P6,
with four isolates (14.2%) exhibiting resistance to nalidixic acid, azithromycin, and
nitrofurantoin, intermediate resistance to ciprofloxacin, and sensitivity to the other tested
antimicrobials.

Of the total of isolated, 42.8% presented a multidrug resistance profile, showing
resistance to three or more different classes of antimicrobials, 21.4% of which exhibited

an ESBL production phenotype, evidenced by the approach disc test (Table 3).
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Table 3: Resistance profiles and intermediate resistance of 28 isolates of Salmonella spp.

from chicken cuts marketed in Francisco Beltrdo — PR

Resistance Antimicrobial resistance Classes? ESBL? Isolates®
profiles (%)

P1 NAL (NIT) 2 - 1 (3,5

P2 NAL, GEN 2 - 1(3,5)

P3 NAL (AZl), (NIT) 3 - 5 (17,8)

P4 NAL (AZl), (CFL) 3 - 1(3,5)

P5 NAL, NIT (AZI) 3 - 3(10,7)

P6 NAL, AZI, NIT (CIP) 3 - 4 (14,2)

P7 NAL, GEN, CRO, CPM (AZI), (NIT) 5 + 1(3,5)

P8 NAL, AMC, AMP, CFL, CFE, CRO (AZl) 3 - 3(10,7)

P9 NAL, CFL, NIT (AZI), (CIP) 4 - 1(3,5)

P10 NAL, GEN, NIT (AZl), (CIP) 4 - 1(3,5)

P11 NAL, AMC, GEN, AMP, CFL, CFE, CRO (AZl), 4 - 1(3,5)
(CIP)

P12 NAL, AMP, CFL, CFE, NIT, CRO, CPM (AMC), 5 + 1(3,5)
(AZl), (CIP), (GEN)

P13 NAL, AZI, GEN, AMP, CFL, CFE, CRO, CPM 5 + 1(3,5)
(AMC), (NIT).

P14 NAL, GEN, AMP, CFL, CFE, NIT, CRO, CPM 5 + 1(3,5)
(AMC), (AZI)

P15 NAL, SUT, AZI, CFE, NIT (CIP), (CFL) 5 - 1(3,5)

P16 NAL, AMC, AZI, GEN, AMP, CFL, CFE, NIT, 5 + 1(3,5)
CRO, CPM (CIP)

P17 NAL, GEN, AMP, IPM, CFL, CFE, NIT, CRO, 6 + 1(3,5)

CPM (SUT), (AMC), (AZI), (CIP)

* Profiles in parentheses: strains with intermediate resistance to antimicrobials

1 Number of classes of antimicrobials to which the isolates were resistant

2 ESBL phenotypic research using the disk approximation method

3 Number of isolates that presented a determined resistance profile

+ Positive result, - Negative result

NAL- Nalidixic Acid, SUT- Sulfazotrim, AMC- Amoxicillin + Clavulanic Acid, AZI-
azithromycin, CIP- Ciprofloxacin, GEN- Gentamicin, AMP- Ampicilin, MER-
Meropenem, CFL- Cephalotin, IPM — Imipenem, CFE- Cephalexin, NIT- Nitrofurantoin,

CRO- Ceftriaxone, CPM- Cefepime.

DISCUSSION
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The frequency of 17.5% positivity for Salmonella spp. in the lots analyzed in the
present survey was similar to other studies found in the literature. Cardoso et al. (2015)*2
verified a 14.6% presence of Salmonella spp. in chicken samples in Sdo Paulo state
between 2000 and 2010. However, the frequency of batches destined for
commercialization contaminated by Salmonella spp. is quite variable. In a study by
Zagonel et al. (2017)?, the presence of this bacterium was found in 100% of chilled
chicken meat samples sold in the Alto do Vale do Peixe region in Santa Catarina.
Meanwhile, Trainotti et al. (2013)*3, when analyzing 50 samples of chicken meat, found
no serotype of Salmonella spp., with all samples meeting the standard of absence of
bacteria in 25 g of the analyzed product.

It is known that the application of good manufacturing practices and the Hazard
Analysis and Critical Control Points (HACCP) assist in controlling the presence of these
microorganisms in the production line. According to Yamatogi et al. (2016)%, the
moment of slaughter constitutes the main critical point of contamination of chicken meat.
However, some stages that precede slaughter, such as capture and transport, are also
crucial considering the contamination and proliferation of pathogenic microorganisms,
since they generate a stressful environment for the birds, resulting in the disturbance of
intestinal functions and increasing the spread of bacteria in the feces, leading to
contamination of the carcass and spread of the pathogen in the production line**,

Regarding the sensitivity profile, no isolate was sensitive to all the tested
antimicrobials, with nalidixic acid being the drug with the highest percentage of resistance
(100% of the isolates), followed by nitrofurantoin, with a percentage of 50% (14 isolates).
The high resistance index found herein was similar to other studies that also reported a

rate of 100% resistance to at least one of the antimicrobials tested in strains of Salmonella
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spp. 2.

Resistance to beta-lactams was found in 42.85% of the isolates, with resistance to
at least one representative of this class. Among the beta-lactams, cephalosporins showed
a higher percentage of resistance, including third- and fourth-generation representatives.

For many years, conventional treatment for Salmonella spp. was performed using
a combination of sulfamethoxazole with trimethoprim and a representative of the
penicillin group, such as amoxicillin or ampicillin. However, the high resistance that
Salmonella strains have shown to penicillins rendered third- and fourth-generation
cephalosporins more suitable for the treatment of these infections'®. Therefore, the data
found in this study cause concern, since the isolates were also resistant to these drugs.

In the present study, multiresistant isolates were found, that is, resistant to three
or more different classes of antimicrobials. Multidrug resistance is a worldwide public
health problem. In studies carried out in Spain'’ and Iran'®, a 100% frequency of
multidrug-resistant Salmonella spp. strains was found present in chicken cuts. In
Turkey!®, 92.85% of the Salmonella spp. exhibited multiresistance profiles. In Brazil,
these data are also high. A study conducted by ANVISA?°, which monitors the prevalence
and the sensitivity profile to antimicrobials against Salmonella spp. and Enterococcus
spp. isolated from frozen chicken carcasses, revealed that 76.8% of the 250 samples of
Salmonella spp. analyzed were classified as multiresistant. Later, Lopes et al. (2016)%
reported that 60% of Salmonella Typhimurium isolates showed multidrug resistance.

Resistance to several different classes of antimicrobials is a global alert issue,
limiting treatment options for these infections, as well as presenting a high potential for
dissemination since bacteria have the ability to transfer resistance genes to other

pathogenic microorganisms?223,
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When analyzing the different resistance and multiresistance profiles found in this
study, it was observed that resistance to beta-lactams was associated with resistance to
drugs in the group of quinolones (NAL) and/or nitrofurans (NIT), aminoglycosides
(GEN), and macrolides (AZI). These multidrug-resistance phenotypes in Salmonella spp.
have been associated with the presence of plasmids that carry resistance genes to several
antimicrobials, such as strains that produce ESBL enzymes, responsible for conferring
resistance to beta-lactams, which generally exhibit co-resistance to quinolones and
aminoglycosides®*%°, Upon performing phenotypic analysis to detect ESBL, six isolates,
corresponding to 21.42% of the total samples, presented the phenotype of this resistance
mechanism.

Only a few drugs belonging to the carbapenem class retain their activity against
ESBL-producing enterobacteria?®. The occurrence of a resistance profile that includes
imipenem (P17), found in this study, is probably due to carbapenem usage in Brazil as a
therapeutic alternative to fight these infections. These data highlight the need for the
rational use of carbapenems in order to prevent the emergence of new multiresistant
microorganisms.

A study carried out in Brazil, between 2007 and 2011, with 12,582 strains of
Salmonella spp., indicates the exponential growth of isolates with multidrug-resistant
profiles, including third-generation cephalosporins?’. The increasingly high frequency of
these multidrug-resistant strains of Salmonella spp. may be related to inappropriate
antimicrobial usage in the poultry sector and the spread of antimicrobial resistance genes
from one bacterium to another. In order to avoid the spread of resistance, caution and
responsibility in antimicrobial use in veterinary and human medicine are necessary, in

addition to continuous epidemiological monitoring’.
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Knowing the profile of sensitivity and resistance to antimicrobials of Salmonella
spp. isolated from food intended for human consumption is extremely imperative since it
is an important epidemiological marker and provides data that guide therapy in veterinary
and human medicine, both of which use these same antimicrobial agents to treat

infections?°,

FINAL CONSIDERATIONS

Despite the hygienic-sanitary practices adopted during poultry rearing, slaughter,
and the processing of chicken meat by agro-industries, Salmonella spp. was isolated in
17.5% of the evaluated samples destined for sale in Francisco Beltrdo — PR, Brazil. This
data highlights the importance of proper cooking and handling of these foods to prevent
salmonellosis outbreaks.

The high number of multidrug-resistant phenotypes, including co-resistance
among beta-lactams, fluoroquinolones, and aminoglycosides, and antimicrobials of
recent generations, is a matter of public health concern, especially due to the ability to
transfer resistance from one bacterium to another, generating high-potential
dissemination, which places the human treatment of salmonellosis at risk.

It is worth mentioning that optimization by the poultry industries in the production
chain and guidance to food handlers regarding hygienic-sanitary aspects, combined with
the application of antimicrobial control as growth promoters and prophylactic agents are

vital points to avoid the selection and dissemination of resistance to antimicrobials.
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conselho editorial da revista.

(https://blog.scielo.org/blog/2019/10/23/periodicos-de-
medicina-tropical-doencas-infecciosas-e-parasitarias-alinham-se-
as-praticas-editoriais-da-ciencia-aberta/#.Xbh alpKgdU)

Tipos de manuscrito

A Revista convida a publicacdo os seguintes tipos de
manuscritos: Artigos Originais, Artigos de Revisdo e Mini
revisdes, Editoriais, Comunicacdes Breves, Relatos de
Caso, Obituarios, Relatérios Técnicos, Imagens em
Doengas Infecciosas, Cartas ao Editor e NUmeros Especiais
(Suplementos).

Artigos Originais: devem relatar pesquisas originais que
nao tenham sido publicadas ou consideradas para
publicagdo em outros periddicos. O limite de palavras é de
3.500 (excluindo resumo, titulo, referéncias e ilustragoes).
Manuscritos devem conter resumo estruturado com até
250 palavras, organizado com o0s seguintes topicos:
Introdugdo, Métodos, Resultados e Conclusdes. O texto do
Manuscrito deve ser organizado incluindo os seguintes
topicos: Titulo, Titulo Corrente, Resumo Estruturado,
Palavras-Chaves (trés a seis), Texto do Manuscrito
(Introducao, Métodos, Resultados, Discussdo),
Agradecimentos, Conflito de Interesses, Suporte
Financeiro, Lista de Referéncias e as legendas das Figuras.
Um total de cinco ilustracbes (tabelas e figuras) é
permitido.

RevisoOes Sistematicas e Meta-analises: Consideramos
submissdes com revisdes sistematicas e meta-analises
como artigos originais. Os autores podem submeter esses
manuscritos selecionando a modalidade Artigos Originais.
Relatos de revisGes sistematicas e meta-analises devem
obedecer as orientacoes do guia PRISMA
(http://www.prisma-statement.org) ou outras orientacdes
para desenhos de estudo.

Artigos de Revisao: devem apresentar uma revisao
critica de avancos e progressos recentes no estudo das
doencas infecciosas/medicina tropical e nao apenas uma
simples revisao da literatura. Geralmente, os artigos de
revisao sao a convite do Editor ou Editores Associados.
Artigos de Revisdo tém o limite de 3.500 palavras
(excluindo resumo, titulo, referéncias e ilustracbes) e
devem ser acompanhados de um resumo nao estruturado
com até 250 palavras. Cinco ilustragdes (tabelas e figuras)
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sdao permitidas. A revista também publica mini revisdes.
Estes artigos tém o limite de 3.000 palavras (excluindo
resumo, titulo, referéncias e ilustracdes) e devem ser
acompanhados de um resumo nao estruturado de até 250
palavras. As mini revisbes podem conter até trés
ilustragdes (tabelas e figuras). O texto do manuscrito deve
ser organizado incluindo as seguintes secoes: Titulo, Titulo
Corrente, Resumo (ndo estruturado), Palavras-Chaves
(maximo de cinco), Texto do Manuscrito, Agradecimentos,
Conflito de Interesses, Suporte Financeiro, Lista de
Referéncias e legenda das Figuras.

Editoriais: usualmente, escritos a convite, considerando
0 escopo e a politica editorial da revista. Tém um limite de
1.500 palavras, sem resumo e palavras-chaves. Devem
conter uma ilustragdao (tabela ou figura), conflito de
interesse e uma lista de dez ou menos referéncias.

Comunicagoes Breves: devem ser relatos sobre novos
resultados interessantes ou novas técnicas de pesquisas
ou investigacdes dentro do escopo da revista. As
comunicacdes breves tém o limite de 2.000 palavras
(excluindo resumo, titulo, referéncias e ilustragoes).
Devem conter resumo estruturado com no maximo 100
palavras (com os tépicos Introdugao, Métodos, Resultados
e ConclusGes) e com até 15 referéncias. Até trés
ilustraces (tabelas e figuras) sdao permitidas. Trés a seis
palavras-chaves devem ser fornecidas. O corpo do
manuscrito ndo deve conter subdivisdes ou subtépicos.
Agradecimentos, Conflito de Interesses, Suporte
Financeiro devem ser incluidos.

Relatos de Casos: devem ser relatos breves com limite
de 1.500 palavras (excluindo resumo, titulo, referéncias e
ilustracbes), com maximo de trés ilustragdes (tabelas e
figuras), até 12 referéncias e trés palavras-chaves e
resumo ndo estruturado de até 100 palavras. O corpo do
manuscrito deve ser dividido de acordo com o0s seguintes
topicos: Introducdo, Relato de Caso, Discussao,
Referéncias e legenda das Figuras. Agradecimentos,
Conflito de Interesses, Suporte Financeiro devem ser
incluidos.

Relatoérios Técnicos: devem ser concisos e relatar os
resultados e recomendacbes de uma reunidao de
especialistas. Este tipo de relato sera considerado se
formatado como um editorial.

Imagens em Doencgas Infecciosas: devem incluir até
trés figuras/fotos com a melhor qualidade possivel. Até
trés autores e até trés referéncias sdo permitidos. O
tamanho maximo é de 250 palavras (excluindo titulo e
referéncias) com énfase na descricdao da figura. O tema
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deve envolver alguma licdo clinica, contendo descricao
apropriada das ilustragbes/figuras.

Cartas ao Editor: leitores sdao encorajados a escrever
sobre qualquer tdpico relacionado a doencas infecciosas e
medicina tropical de acordo com o escopo da Revista. Nao
devem exceder 1.200 palavras, sem resumo e palavras-
chaves, com apenas uma insercdao (tabela ou figura).
Devem discutir assuntos anteriormente publicados na
revista, com até 12 referéncias.

Nameros Especiais: Propostas de numeros especiais
(suplementos) devem ser feitas ao Editor e/ou Editor
Convidado. A proposta sera analisada levando em
consideracdo o tema, organizacdo do programa, formato
cientifico ou producdo de acordo com escopo da revista.

Preparagao do manuscrito

Autores sdo aconselhados a ler atentamente estas
instrucdes e segui-las para garantir que a revisao e
publicacdo de seu manuscrito seja rapida e eficiente. Os
editores reservam-se o direito de devolver os manuscritos
que nao estejam em conformidade com estas instrucoes.

Sistema de Submissao on-line: Todos os manuscritos a
serem considerados para publicacdo na Revista da
Sociedade Brasileira de Medicina Tropical devem ser
submetidos por via eletronica através do sistema de
submissao on-line no
endereco: http://mc04.manuscriptcentral.com/rsbmt-
scielo. O autor deve escolher dentro do item “Tipos de
Manuscrito” uma categoria para 0 manuscrito: Artigos
Originais, Editoriais, Artigos de Revisdao, Mini revisoes,
ComunicacGes Breves, Relatos de Casos, Relatérios
Técnicos, Imagens em Doencgas Infecciosas, Cartas ao
Editor, Obituarios, Resposta dos autores as Cartas e outros
(quando ndo se encaixar em nenhuma das categorias
listadas). A responsabilidade pelo conteldo do manuscrito
€ inteiramente do autor e seus coautores.

Carta de Apresentacgao: a) deve conter uma declaragao
que o0 manuscrito proposto descreve uma pesquisa original
e ndo foi publicada ou esta sendo considerada por outro
periddico cientifico. Devem constar, também, que os
dados/resultados do manuscrito ndo sdo plagio. b) deve
ser assinada por todos os autores e, na impossibilidade
restrita, o autor principal e o Ultimo autor podem assinar
em nome dos outros autores. ¢) Os autores devem incluir
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na Cover Letter uma declaracdo de ciéncia de que o
manuscrito, apds submetido, ndo podera ter a ordem nem
0 numero de autores alterados sem justificativa e/ou
informacao a Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical. d) Os autores devem declarar que concordam,
caso 0 manuscrito seja aceito para publicacdo, transferir
todos os direitos autorais para a Revista da Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical.

Em caso de manuscritos depositados em
servidor preprint, os autores devem informar na Carta de
Submissdo qual o servidor, o periodo e o cédigo DOI.

Contribuicao dos autores: Os autores devem incluir, em
um documento separado, uma ou mais contribuicdo para
cada autor, especificando-as no desenvolvimento do
estudo na submissdo online. As contribuicdes dos autores
serdo publicadas no final do manuscrito.

Material Suplementar: E definidko como arquivos
relacionados a um conteldo especifico, cujos autores
disponibilizam para publicacdo, relacionados aos seus
manuscritos. Geralmente, sdo partes adicionais do artigo
que ndo poderiam ser incluidas no bojo, como apéndices,
planilhas, tabelas e figuras que seriam impossiveis de
serem apresentadas dentro do artigo. Todo material
suplementar sera enviado aos revisores para revisdo pelos
pares. O Editor-Chefe, Editor Associado e de Secao
definirdo quanto aos limites do material suplementar
recebido.

Recomendamos fortemente que o material suplementar
seja introduzido no sistema no seguinte formato:

- Preferencialmente no formato PDF ou fornecer link para
acessar 0s arquivos.

- Tabelas e figuras suplementares com cinco ou mais
partes, favor disponibilizar um arquivo em PDF com o
menor tamanho possivel para facilitar o processo de
submissao.

Formatacao do manuscrito

O manuscrito deve ser preparado usando software padrao de
processamento de textos (Word) e salvo como arquivos .DOC ou .DOCX.
A fonte preferencial é Times New Roman tamanho 12, com espaco duplo
em todo o texto, titulo/legendas para as figuras, e referéncias, margens
com pelos menos 3cm. O manuscrito deve ser dividido nas seguintes
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secOes: Cartdao de Apresentacao (enderecada ao Editor-Chefe), Pagina
de Titulo, incluindo Titulo do manuscrito, titulo corrente, Resumo,
Palavras-chaves, Texto do Manuscrito, Declaragdo de Conflito de
Interesses, Agradecimentos, Suporte Financeiro, Lista de Referéncias,
legenda das Figuras. A Carta de Apresentacdo, Pagina de Titulo,
Agradecimentos e Suporte Financeiro devem ser incluidos em
documentos separados. Abreviagdes devem ser usadas com moderagao.

Pagina de Titulo: deve incluir o nome dos autores na ordem direta e
sem abreviagdes, juntamente com afiliagcdes institucionais na seguinte
ordem: Instituicdo dos autores, Departamento, Cidade, Estado e Pais.
Para autores brasileiros, favor nao traduzir os nomes das instituicdes. O
endereco completo do autor para correspondéncia deve ser especificado,
incluindo telefone e e-mail. A quantidade de autores e coautores por
manuscrito deve ser limitada ao nimero real de autores que realmente
contribuiram com o manuscrito. Exceto para estudos multicéntricos
nacionais e internacionais, até vinte autores e coautores serdo
permitidos. Os nomes dos autores remanescentes serdo publicados em
notas de rodapé. Forneca o nimero do ORCID do autor correspondente
e de todos os coautores.

Potenciais revisores: Os autores devem fornecer os nomes e
informagdes de contato (e-mail e afiliagdo institucional) de trés
potenciais revisores imparciais de uma instituicdo diferente da dos
autores.

Titulo: deve ser conciso, claro e o mais informativo possivel. Ndo deve
conter abreviacdes e ndo deve exceder a 250 caracteres.

Titulo Corrente: com no maximo 100 caracteres.

Resumo Estruturado: deve sumarizar os resultados obtidos e as
principais conclusdes de tal forma que um leitor, ndo familiarizado com
o assunto tratado no texto, consiga entender as implicagdes do artigo. O
resumo nao deve exceder 250 palavras e deve ser estruturado com os
seguintes topicos: Introducdo, Métodos, Resultados e Conclusdes. O uso
de abreviacOes deve ser evitado.

Palavras-chaves: 3 a 6 palavras chaves devem ser listados
imediatamente abaixo do resumo estruturado (Exemplo: Tuberculose.
Cuidados primarios de salde. Estrutura de servigos.). Por favor visite o
website https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh

Introdugdo: A introdugao do artigo deve ser curta e destacar os
propositos para o qual o estudo foi realizado. Estudos prévios devem ser
citados somente quando essencial.

Métodos: devem ser claros e suficientemente detalhados para que os
leitores e revisores possam compreender precisamente o que foi feito e
permitir que seja repetido por outros. Técnicas-padrdes precisam apenas
ser citadas.
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Etica: em caso de pesquisas em seres humanos, os autores devem
indicar se os procedimentos realizados estdo em acordo com os padrdes
éticos do comité de experimentacdao em seres humanos (institucional,
regional ou nacional) e de acordo com a Declaragao de Helsinki de 1964,
revisada em 1975, 1983, 1989, 1996 e 2000. Para experimentacdo em
animais, o autor deve indicar se seguiu um guia do conselho nacional de
pesquisa em experimentagdao animal ou se qualquer lei sobre o cuidado
e uso de animais em laboratério foi seguida. O nimero de aprovagao
deve ser enviado a Revista. No caso de pesquisa em seres humanos, os
autores devem incluir na segdo métodos (subtitulo Consideragdes Eticas)
uma declaracdo de que o estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
Institucional.

Ensaios Clinicos: No caso de Ensaios Clinicos, o manuscrito deve ser
acompanhado pelo nimero e 6rgdo de registro do ensaio clinico
(Plataforma REBEC).

Resultados: devem ser um relato conciso e impessoal da nova
informagcdo (todos os achados relevantes positivos e negativos)
revelados pelo estudo. Evitar repetir no texto os dados apresentados em
tabelas e ilustragdes e usar a grafia do verbo no passado.

Discussao: A discussdao deve ser limitada a significancia das novas
informagdes e logicamente argumentada, considerando a relevancia
clinica, importancia e limitagdes do estudo. N&o incluir uma revisdo geral
sobre o0 assunto. Mantenha a discussdo concisa e relevante. As principais
conclusdes devem ser apresentadas no ultimo paragrafo.

Agradecimentos: devem ser curtos, concisos e restritos aqueles
realmente necessarios, e que ndo atendam aos critérios de coautoria. No
caso de 6rgdos de fomento, ndo usar siglas.

Conflito de Interesse: todos os autores devem revelar qualquer tipo
de conflito de interesse existente durante o desenvolvimento do estudo.

Suporte Financeiro: informar todos os tipos de fomento recebidos de
agéncias de fomento ou demais 6rgdos ou instituicbes financiadoras da
pesquisa.

Referéncias: Apenas as referéncias citadas no texto devem ser incluidas
na lista ao final do manuscrito. Devem ser numeradas consecutivamente
em ordem progressiva, usando nimeros em arabico, na medida em que
aparecem no texto. A lista de referéncia deve ser formatada de acordo
com o estilo Vancouver. Listar todos os autores quando houver até seis.
Para sete ou mais, listar os seis primeiros, seguido por “et al”. Digitar a
lista de referéncias com espacamento duplo, em folha separada e no final
do manuscrito. Referéncias de comunicacbes pessoais, dados nao
publicados ou manuscritos “em preparacao” ou “submetidos para
publicacdo”, ndo devem constar na lista de referéncia.

Artigos aceitos para publicagao devem ser listados como “in press” e a
carta de aceitagdo deve ser fornecida. Esse material pode ser
incorporado em local apropriado no texto, entre parénteses da seguinte
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forma: (AB Figueiredo: Comunicacao Pessoal, 1980); (CD Dias, EF
Oliveira: dados nao publicados).
Citacbes no texto devem ser feitas pelo respectivo numero das
referéncias, acima da palavra correspondente, em ordem numérica
crescente, separados por virgula ou por hifen. Ex.: Mundoil,2;
Vida30,42,44-50. As referéncias no fim do manuscrito devem estar de
acordo com o sistema de requisitos uniformes utilizado para manuscritos
enviados para periodicos biomédicos
(Consulte: http://www.nlm.nih.gov/citingmedicine). Os titulos dos
periddicos devem ser abreviados de acordo com o estilo usado no Index
Medicus (Consulte: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nIlmcatalog/journals).
A responsabilidade pelas citagdes bibliograficas contidas no texto e na
lista de referéncias recai exclusivamente sobre os autores.

Alguns exemplos de referéncias:

1. Citacdo de Artigos em Geral: Sobrenome, seguido das iniciais dos
seis primeiros autores. Para sete ou mais autores, liste os seis primeiros,
seguidos de "et al."), titulo completo do artigo (no idioma original), titulo
abreviado do periddico (pode ser encontrado
Em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nimcatalog/journals), ano de
publicagdo, volume (nimero), paginas inicial e final abreviada.

Exemplo 1: Petitti DB, Crooks VC, Buckwalter JG, Chiu V. Blood pressure
levels before dementia. Arch Neurol. 2005;62(1):112-6.
Exemplo 2: Freitas EC, Oliveira MF, Vasconcelos ASOB, Filho IDS, Viana
CEM, Gomes KCMS, et al. Analysis of the seroprevalence of and factors
associated with Chagas disease in an endemic area in northeastern
Brazil. Rev Soc Bras Med Trop. 2016;50(1):115-21.

2. Capitulo de livro: Sobrenome, seguido das iniciais dos autores do
capitulo, titulo completo do capitulo, editores, titulo do livro, Edicdo, local
de publicagdo: editor, ano de publicacdo, paginas inicial e final do
capitulo abreviada.

Exemplo: Blaxter PS, Farnsworth TP. Social health and class inequalities.
In: Carter C, Peel JR, editors. Equalities and inequalities in health. 2nd
ed. London: Academic Press; 1976. p. 165-78.

3. Livro: Sobrenome, seguido das iniciais dos autores do livro, titulo do
livro, edigdo, local de publicacdo: editor, ano de publicacdo e nimero de
paginas do livro.

Exemplo: Carlson BM. Human embryology and developmental biology.
4th ed. St. Louis: Mosby; 2009. 541 p.

4. Sites: Nome do autor/organizacgdo. Titulo da pagina [Internet]. Local
de publicacdo: Nome do editor; Data ou ano de publicacdo [atualizado
ano més dia; Citado ano més dia]. Disponivel em: endereco.

Exemplo: Diabetes Australia. Diabetes globally [Internet]. Canberra
ACT: Diabetes Australia; 2012 [updated 2012 June 15; cited 2012 Nov
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5]. Available from: http://www.diabetesaustralia.com.au/en/
Understanding-Diabetes/DiabetesGlobally/

5. Dissertacdao/Tese: A Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical ndo aceitard a citacdo de dissertacao/mestrado, teses de
doutorado ou similar.

6. World Health Organization (WHO). Chemotherapy of leprosy for
control programmes. Technical Report Series 675. Geneva: WHO; 1982.
36 p.

7. Ministério da Saude (MS). Secretaria de Vigilancia em Saude. Sistema
Nacional de Vigilancia em Saude - Relatdério de Situagao: Mato Grosso do
Sul. 52 edicdo. Brasilia: MS; 2011. 39 p.

Ilustragoes: devem ser submetidas em arquivos separados, nomeados
apenas com o numero das figuras (exemplo: Figura 1; Figura 2). Todas
as figuras devem ter numeracdo arabica, citadas no texto, pela primeira
vez, em ordem numérica crescente. Autores podem disponibilizar figuras
coloridas ou em preto e branco.

Titulo e Legendas: devem ser digitados com espagamento duplo no
final do manuscrito.

Dimensodes: As dimensdes das figuras ndo devem ultrapassar o limite
de 18cm de largura por 23cm de altura. Veja abaixo a correta
configuracao para cada formato de figura:

¢ Imagens/Fotografias: devem ser obrigatoriamente
submetidas em alta resolucao no formato TIFF. Certifique-se que
a mesma foi capturada na resolugdo minima de 600 DPI,
preferencialmente entre 900-1200dpi, preparadas utilizando
programa de Editoracdao de Imagens (Adobe Photoshop, Corel
Photo Paint, etc).

e Graficos: Devem ser criados usando software estatistico e devem
ser salvos/exportados com a extensdo original (.xls, .xIsx, .wmf,
.eps ou .pdf).

e Mapas: devem ser vetorizados (desenhados) profissionalmente,
utilizando os softwares Corel Draw ou Illustrator em alta
resolucdo.

Tabelas: devem ser digitadas com espagamento simples, com titulo
curto e descritivo (acima da tabela) e submetidas em arquivos
separados. Legendas para cada tabela devem aparecer abaixo da
mesma. O significado de todas as siglas e simbolos utilizados na tabela
devem constar no rodapé da tabela. Todas as tabelas devem ter
numeracao arabica, citadas no texto, em ordem numérica crescente.
Tabelas ndao devem ter linhas verticais, e linhas horizontais devem ser
limitadas ao minimo. Tabelas devem ter no maximo 18cm de largura por
23cm de altura, fonte Arial, tamanho 9.

Processo de submissao: Todos os manuscritos submetidos a Revista
da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical deverao utilizar apenas a
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via eletrénica. Todos os manuscritos deverdo ser enviados via internet
para http://mc04.manuscriptcentral.com/rsbmt-scielo, seguindo as
instrucdes no topo de cada tela. O processo de revisdo pelos pares
também sera totalmente pela via eletronica.

Sobre Reenvio e Revisdes: a revista diferencia entre: a) manuscritos
que foram rejeitados e b) manuscritos que serdo reavaliados apds a
realizacao das corregdes que foram solicitadas aos autores.

Resubmissdo: caso o autor receba uma carta informando que seu
trabalho foi rejeitado e queira que os editores reconsiderem tal decisao,
o autor podera reenvia-lo. Neste caso, sera gerado um novo numero para
0 manuscrito.

Revisdao: Se o0s revisores recomendarem rever seu manuscrito, ao
devolvé-lo para uma segunda analise, por favor, encaminhe o
manuscrito revisado e informe o mesmo nimero do manuscrito.

Apoés a Aceitacdao: Uma vez aceito para publicagdo, o processo de
publicacdo inclui os passos abaixo:

a) Formulario de concessao de direitos autorais, fornecido pela secretaria
da revista, deve retornar para a revista assinado pelos autores.

b) Provas: serdo enviadas ao autor responsavel, mencionado no
endereco para correspondéncia, no formato PDF, para que o texto seja
cuidadosamente conferido. Nesta etapa do processo de edicdo ndo serao
permitidas mudangas na estrutura do manuscrito. Apds o0s autores
receberem as provas, deverdo devolvé-las assim que possivel.

c) Requerimentos para errata apenas serdo aceitos no caso de falha
cometida por parte do pessoal técnico da revista.

d) Os artigos aceitos serao disponibilizados na modalidade de publicacao
continua na biblioteca SciELO.

Custos de Publicagdo: N3o havera custos de publicagao.

A Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical ndo indica
qualquer tipo de servicos de traducao.

Workflow

Workflow do processo de submissao da Revista da Sociedade Brasileira

de Medicina Tropical

Todos os manuscritos a serem considerados para publicacdo na Revista da
Sociedade Brasileira de Medicina Tropical devem ser submetidos por via
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eletronica através do sistema de submissao online no
endereco http://mc04.manuscriptcentral.com/rsbmt-scielo.

Politica de Revisao do Periédico (workflow):

11.

12.

13.

14.

15.

Todos os manuscritos submetidos para publicacdao na Revista da
Sociedade Brasileira de Medicina Tropical sdo inicialmente avaliados pela
Secretaria quanto a adequacgdo do texto as normas do periddico.

Apds essa etapa, os manuscritos adequados as Normas Para Publicacao
da Revista serdo avaliados pelo Editor, Editores Associados ou Editores
de Secdao quanto ao escopo e a politica editorial do periddico. A
Secretaria envia o manuscrito para o Editor-Chefe.

O Editor-Chefe (ou Editores Associados/Secao) encaminha o manuscrito
aos revisores.

Cada manuscrito sera enviado a pelo menos dois revisores num sistema
duplo-cego para avaliacdo e emissdo de um relatério fundamentado
(peer review), que sera usado pelos Editores para decidir se o
manuscrito sera aceito ou ndo. No caso de conflito de pareceres dos
revisores, o manuscrito sera enviado a um terceiro parecerista para
validar uma decisao final.

Comentarios dos Revisores (Free Form Review) serdo encaminhados ao
autor correspondente (autor principal para correspondéncia editorial)
para responder aos questionamentos feitos.

Os autores devem responder, ponto a ponto, aos questionamentos de
cada revisor, destacando com uma cor diferente no texto e devolver a
versao revisada do manuscrito de acordo com as normas da revista. A
versdo revisada sera enviada aos revisores, que emitirdo um relatorio
final fundamentado.

Os apontamentos dos Revisores e as respostas dos autores serdao
analisados pelo Editor-Chefe, Editores Associados ou Editores de Secdo.
O Editor-Chefe emite uma decisdao final considerando aceitacdo ou
rejeicdo do manuscrito.

A decisao editorial final é enviada aos autores.

.Ap0s esta etapa, inicia-se o processo de edicdo. Os manuscritos aceitos

sao verificados no iThenticate - Crossref Similarity Check (ferramenta
anti-plagio) para verificar sua originalidade e, em seguida, sdo enviados
para a revisdo/edicdo da lingua inglesa.

A revisdo de inglés é enviada aos autores para analise. Os autores
devem declarar se aceitam a revisao.

ApOs essa etapa, inicia-se o processo de diagramacgdo. Em seguida, a
revista mantera contato com o autor correspondente no que diz respeito
as figuras, tabelas, fotografias, mapas, ilustracées e formatagcdo em
geral.

Os autores declaram formalmente qualquer conflito de interesse,
suporte financeiro e cessao de direitos autorais.

Provas sdao enviadas ao autor correspondente para cuidadosa corregao,
juntamente com todos os coautores quanto a acuidade tipografica.

A versdo final de cada manuscrito sera disponibilizada em acesso 100%
aberto no
endereco http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci issues&pid=0037-
8682&Ing=en&nrm=iso
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