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RESUMO

A Salmonella spp. pertence a familia das Enterobacteriaceae e €& facilmente
disseminada no ambiente de producdo avicola. Considerando que essa bactéria
continua a ser um dos patdogenos mais identificados em produtos avicolas expostos
ao consumo, o objetivo deste trabalho foi realizar a pesquisa de Salmonella spp. de
cortes carnes de frango comercializados em supermercados do Distrito Federal.
Foram coletadas 30 amostras de cortes de carne de frango expostos para o
consumo em supermercados do Distrito Federal no periodo de Fevereiro a Marco de
2018. Foram realizados testes bioquimicos para triagem de Salmonella spp. e
identificacdo molecular do gene IinvA. A susceptibilidade das cepas aos
antimicrobianos foi avaliada pela técnica de disco difusdo, utilizando protocolo
recomendado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute. No presente estudo,
do total de 30 amostras de carne de frango analisadas, 19 amostras (63%)
apresentaram contaminagdo por Salmonella spp. confirmadas no teste molecular
com identificacdo do gene invA. Os antibiéticos aos quais as cepas apresentaram
maior resisténcia foram: amoxacilina com acido clavulanico (19 cepas resistentes) ou
82,6% das bactérias testadas, tetraciclina (18 cepas resistentes) ou 78,3% das
bactérias testadas e sulfonamida (9 cepas resistentes) ou 39,1% das bactérias
testadas. E também se observou que 39,1% dos isolados (9 cepas) mostraram-se
multirresistentes, isto €, apresentaram resisténcia a trés ou mais antimicrobianos. Os
resultados deste estudo mostraram uma alta prevaléncia de Salmonella spp. na
carne de frango comercializada em supermercados do Distrito Federal. Fica evidente
a necessidade de medidas mais rigorosas de fiscalizacdo para um melhor controle
da contaminacdo da carne de frango por Salmonella spp., para assim, garantir um

produto com maior seguranca alimentar para o consumidor.

Palavras-chave: carne de frango, contaminacdo de alimentos, antibiograma,

multirresisténcia, Salmonella spp.



ABSTRACT

Salmonella spp. belongs to the Enterobacteriaceae family and is easily disseminated
in the poultry production environment. Considering that this bacterium continues to
be one of the most identified pathogens in poultry products exposed to consumption,
the objective of this work was to carry out the Salmonella spp. of cut chicken meats
marketed in supermarkets in the Federal District. Thirty samples of chicken meat
samples exposed for consumption were collected in supermarkets in the Federal
District from February to March 2018. Biochemical tests and molecular analysis of
the invA gene were performed for Salmonella spp identification. The susceptibility of
the strains to the antimicrobials was evaluated by the disc diffusion technique, using
a protocol recommended by the Clinical and Laboratory Standards Institute. In the
present study, of the total of 30 chicken meat samples analyzed, 19 samples (63%)
showed contamination by Salmonella spp. confirmed in the molecular test with invA
gene identification. The antibiotics to which the strains showed the highest resistance
were: amoxicillin with clavulanic acid (19 resistant strains) or 82.6% of the bacteria
tested, tetracycline (18 resistant strains) or 78.3% of the tested bacteria and
sulfonamide (9 resistant strains) or 39.1% of the bacteria tested. It was also observed
that 39.1% of the isolates (9 strains) were multiresistant, that is, they showed
resistance to three or more antimicrobials. The results of this study showed a high
prevalence of Salmonella spp. in chicken meat marketed in supermarkets in the
Federal District. There is a clear need for stricter enforcement measures to better
control the contamination of chicken meat with Salmonella spp. to ensure a product

with greater food safety for the consumer.

Keywords: chicken meat, contamination of food, antibiogram, multiresistance,

Salmonella spp.
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1. INTRODUCAO

1.1 Producé&o e consumo de carne de frango no Brasil

Com o aumento na producdo mundial de alimentos, torna-se indispensavel a
seguranca alimentar para diminuicdo dos casos de doencas provocadas por
infecgbes e intoxicagbes bacterianas provenientes dos alimentos contaminados.
Segundo definido pela Food and Agriculture Organization of the United Nations
(FAO, 2003), a seguranca alimentar tem o objetivo de garantir que o alimento ao ser
preparado e/ou consumido ndo cause dano a saude do consumidor.

Alimentos contendo alto teor de proteinas de qualidade e baixo custo para a
populacdo tem aquecido o mercado e aumentado sua produ¢do como, por exemplo,
a carne de frango. O crescente aumento da producdo avicola tem despertado a
conscientizacéo e o interesse popular sobre os riscos de contaminacédo da carne de
frango com microrganismos patogénicos, e a midia tem dado énfase a esse assunto
que é de interesse mundial (BRASIL, 2012; NICOLAU, 2016).

No Brasil, a producdo de frangos para abate em 2006 foi de
aproximadamente 9,3 milhdes de toneladas e em 2016 a producdo aumentou para
aproximadamente 13,0 milhdes de toneladas. E o consumo de carne de frango no
Brasil per capta em 2007 foi de 37,02 Kg/habitante e em 2016 esse consumo atingiu
patamares em torno de 40 kg/habitante. Esse imenso crescimento da avicultura
brasileira pode ser explicado pelo fato de o Brasil estar entre os primeiros maiores

produtores e o principal exportador mundial de carne de frango (ABPA, 2017).

1.2 Caracteristicas do género Salmonella spp.

As Salmonellas spp. sao bactérias pertencentes a familia das
Enterobacteriaceae. Sao bastonetes Gram-negativos, ndo produtores de esporos e
anaerobios facultativos. A temperatura de crescimento varia de 5°C a 45°C, com
temperatura 6tima de 37°C. O pH varia entre 4 e 9, com pH ideal de 7. A atividade
de agua minima para crescimento é de 0,94. A maioria dos sorotipos fermentam a
glicose com producao de acido e gas, mas nao fermentam a lactose e a sacarose e
produzem H2S (BRASIL, 2012; KOWALSKI et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2012). O
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género Salmonella spp. € sensivel a elevadas temperaturas e €, geralmente,
destruido por aquecimento a 60°C, por 15 minutos a 20 minutos, enquanto que o
processo de congelamento leva apenas a uma reducédo significativa do numero de
células viaveis, ndo sendo capaz de provocar a destruicdo completa (NICOLAU,
2016).

A nomenclatura do género Salmonella spp. ainda gera duvidas, pois muitos
cientistas ndo entraram em comum acordo de como se referir a esse género. O
padrdo de nomenclatura atualmente e melhor aceito é o proposto por Kauffmann-
White, padrao também adotado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (SILVA
et al.,, 2010). Segundo a nomenclatura de Kauffmann- White, o género Salmonella
spp. subdivide-se em duas espécies: Salmonella enterica e Salmonella bongori, a
primeira € subdividida em seis subespécies, as quais sédo subdivididas em diversos
sorovares ou sorotipos (BRASIL, 2012; KOWALSKI et al., 2011; OLIVEIRA et al.,
2012).

As subespécies podem apresentar sorovares com nomes diferentes por terem
alguma diferenca nas suas caracteristicas bioguimicas, patogenicidade ou habitat. O
género Salmonella spp. possui 2.579 sorovares: 22 sorovares de Salmonella bongori
e 2.557 sorovares de Salmonella enterica, sendo que a S. enterica subsp. enterica
sorovar Enteritidis € a subespécie mais frequentemente envolvida nas doencas
humanas, pois tém como habitat o intestino de animais de sangue guente, com
destaque para as aves (BRASIL, 2012; KOWALSKI et al., 2011;SILVA et al., 2010).

S. enterica subsp enterica sorovar Enteritidis € uma bactéria presente em
frango de corte, podendo ser comumente encontrada no intestino de aves. Por
serem encontradas no ambiente de producdo avicola e, consequentemente,
relacionadas a grandes problemas de saude publica, pelo seu envolvimento com
Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA) no mundo todo (BRASIL, 2012,
KOWALSKI et al., 2011;SILVA et al., 2010). Dentre os alimentos mais incriminados
em casos de salmonelose, podem-se citar: 0s ovos e as carnes de aves, sendo 0s
ovos contaminados e consumidos crus o principal carreador desse patdgeno. Outro
fator importante da disseminacdo desta bactéria € a manipulacdo inadequada de
alimentos durante seu preparo, acarretando em contaminagao cruzada de alimentos
(KOTTWITZ et. al., 2008; PINTO e SILVA, 2009).

12



A salmonelose é caracterizada como uma gastroenterite febril com diarréia,
dor de estdbmago, febre, dor de cabeca, nduseas, vomitos e astenia. Os primeiros
sintomas podem aparecer de 12 a 24 horas ap0s a infeccdo e persistem
normalmente durante cerca de 2 a 7 dias. Esta € a manifestacdo mais comum e a
remissdo do quadro geralmente ocorre em dois a trés dias, ndo necessitando de
tratamento com antibioticos. Entretanto, algumas vezes a doenca pode ser letal em
criancas, idosos ou imunocomprometidos, devido a menor resisténcia destes
individuos as infec¢des. Uma pequena porcentagem dos casos de doenca invasiva
se desenvolve fora do intestino, por exemplo, septicemia e infeccbes nos 6rgaos
internos e alguns destes casos sao fatais (BRASIL, 2012; KOWALSKI et al., 2011,
OLIVEIRA et al., 2012).

No Brasil, a maioria dos casos de surtos alimentares causadores de
gastroenterite humana é atribuida a bactéria patogénica Salmonella spp. (7,5%)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2016). E quase que na totalidade dos casos de
gastroenterites em humanos séo causadas por Salmonella spp. de origem alimentar,
mas ndo necessita de internacdo do paciente, com isso ha uma subnotificacdo de
enfermidade. No Brasil, estima-se que apenas 10% das salmoneloses humanas sao
notificadas (KOWALSKIet. al., 2011).

1.3 Salmonella spp. na cadeia produtiva do frango de corte

Sabe-se que Salmonella spp. € facilmente disseminada no ambiente de
criacdo avicola, sendo importante para o controle da salmonelose, identificar e
eliminar os fatores que favorecam a multiplicacdo deste microrganismo. Dentro da
cadeia de producao do frango de corte, desde a criacdo até a mesa do consumidor,
a transmissao de Salmonella spp. pode ocorrer de diferentes formas e, portanto, sua
epidemiologia € bastante complexa, sendo dificil determinar como ocorreu a
disseminacéo do patogeno (BRASIL, 2012;MENDONCA, 2016).

As aves acometidas por Salmonella spp. podem desenvolver a doenca
clinicamente ou de forma assintomatica, albergar esses agentes, tornando-se fonte
potencial de salmonelose para seres humanos. A presenca de Salmonella spp. em
frangos, exceto os sorovares Pullorum e Gallinarum, quase sempre nao esta

relacionada a sintomas clinicos de doencas ou perdas de produtividade na criacéo.
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Estas salmonelas estdo presentes no intestino de aves sadias, sem prejuizo para o
hospedeiro, sendo, porém, capazes de contaminar 0 meio ambiente e outras aves,
através das fezes (BRASIL, 2012;GIASSETTI, 2009).

A complexa epidemiologia da Salmonella spp. na cadeia da producéo de aves
envolve a transmissao vertical, via ovo, desencadeando o nascimento de pintos
infectados. Envolve, também, a transmissdo horizontal, com a contaminacdo do
ambiente e da racdo, além da existéncia de diferentes espécies animais que
constituem reservatorios desta bactéria (BRASIL, 2012; STERZO et al., 2008). Na
transmissao horizontal de Salmonella spp. na ave, da-se pelo consumo de agua e
racdo contaminadas com fezes constituindo-se um dos principais veiculos de
transmissdo (GIASSETTI, 2009; MENDONCA, 2016). As racbes ja contaminadas
com Salmonella spp. também sé&o fontes importantes de contaminagédo dos plantéis.
Devido a esta razdo as industrias ndo deveriam utilizar racdées com produtos de
origem animal, pois as farinhas de carnes e 0ssos tem se mostrado fontes comuns
de Salmonella spp. (SANTOS et al., 2013).

O controle de roedores e insetos constitui importante medida para diminuicao
da transmissdo de Salmonella spp. no ambiente de criacdo avicola (GIASSETTI,
2009; MENDONCA, 2016; STERZO et al., 2008). A alta frequéncia de roedores € um
fator de risco significativo para o aumento da ocorréncia de Salmonella spp. em
granjas. Isto se deve ao facil acesso que os roedores tém ao local de
armazenamento das racdes, podendo contaminar com fezes a racao fornecida para
0s animais de criacdo, que se infectam ao consumir a racdo contaminada
(MENDONCA, 2016). Os roedores assumem o papel de portadores assintomaticos,
por longos periodos (>10 meses), disseminando tais microrganismos entre
diferentes areas (BRASIL, 2012). Os insetos também atuam na disseminagcdo de
agentes patogénicos, pois albergam diversas bactérias e estdo em contato direto
com as fezes das aves (MENDONCA, 2016).

As acOes dos produtores de frango para reduzir o numero de frangos
portadores de Salmonella spp. antes do abate sdo mais importantes do que as
acOes durante o abate e processamento da carne de frango com a finalidade de
diminuir o porcentual de carcagas abatidas contaminadas com Salmonella spp. Os
produtores vém adotando varios critérios como: compra de pintos de corte livres de

Salmonella spp., controle de Salmonella spp. nas racgbes, programas de
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biosseguranca, de controle de pragas, de vacinacdo das matrizes e frangos, assim
como aplicacdo de boas praticas de manejo, adocdo de programas de garantia da
qualidade e do HACCP (Analises de Perigos e Pontos Criticos de Controle)
(GIASSETTI, 2009; MENDONCA, 2016; STERZO et al., 2008).

Durante as etapas de transporte, abate e processamento dos frangos, pode
haver contaminacdo da carne devido a presenca de Salmonella spp. nos intestinos
desses animais, pele e penas das aves e também devido a contaminagcdo cruzada
através dos utensilios utilizados durante estes processos ou pelas méaos dos
manipuladores (MENDONCA, 2016). Durante o abate, as aves sao insensibilizadas,
escaldadas, depenadas, evisceradas, lavadas interna e externamente e submetidas
ao pré-resfriamento, esse processo é feito com o rebaixamento da temperatura das
carcacas de aves realizado imediatamente apds as etapas de evisceracdo e
lavagem, por sistema de imersdo em agua gelada e/ou 4gua e gelo ou passagem
por tanel de resfriamento (NICOLAU, 2016).

No Brasil, o0 método mais comum de pré-resfriamento das carcacas € o
sistema de imersdo em agua por resfriadores continuos, chamados de “chiller”. A
temperatura das carcacas no final do processo de pré-resfriamento deve ser igual ou
inferior a 7°C. Tolera-se a temperatura de 10°C para as carcacas destinadas ao
congelamento imediato. No Brasil, a 4gua de renovacdo do sistema de pré-
resfriamento por imersédo pode ser hiperclorada, permitindo-se, no maximo, 5 ppm
de cloro livre. Ja o nivel minimo de cloro residual presente na 4gua empregada nos
estabelecimentos de produtos de origem animal destinados a alimentacdo humana
deve ser de 0,05 ppm (NICOLAU, 2016).

As etapas de resfriamento das carcacgas deveriam estar associadas com uma
reducdo na carga bacteriana, no entanto podem atuar de maneira inversa,
aumentando a contaminacdo das carcacas se forem usadas temperaturas
inadequadas no “chiller” e cloracao deficiente da agua. Apesar de todos os cuidados
visando garantir a producéo da carne de frango com boa qualidade microbioldgica,
observa-se que Salmonella spp. ainda esta presente ao longo da cadeia de
producdo do frango de corte. Desta forma, sdo necessdarias medidas conjuntas,
adotando cuidados especificos com as aves no ambiente de criagdo, como o
controle microbiologico das racdes oferecidas aos animais, adocado de praticas

higiénicas na criacdo, além de medidas higiénico-sanitarias rigorosas durante o
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abate, manuseio e processamento da carne de frango. A adocdo de um programa
rigoroso de limpeza e desinfeccéo das instalacdes e equipamentos e a prevencéao de
contaminagdes cruzadas sdo medidas importantes para a reducdo dos niveis de
contaminagao das carcacas de frango com Salmonella spp. (MENDONCA, 2016;
SANTOS et al., 2013).

1.4 Legislagao brasileira

No dia 25 de outubro de 2016, o0 MAPA publicou a Instrugcdo Normativa n°® 20
(BRASIL, 2016) e revogou a Instrucdo Normativa n°® 70 (BRASIL, 2003). As novas
regras tém por objetivo estabelecer o controle e o monitoramento de Salmonella spp.
nos estabelecimentos de criacAo de frangos e perus de corte e nos
estabelecimentos de abate de frangos, galinhas, perus de corte e reproducéo,
registrados no Servico de Inspecdo Federal, a fim de reduzir a prevaléncia desse
agente e estabelecer um nivel adequado de protecdo ao consumidor.

O controle e monitoramento de Salmonella spp. na cadeia de producgéo de
frangos e perus incluirh as seguintes acfes: adocdo de medidas de controle
especificas para Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis por se tratarem de
patdgenos de grande relevancia em saude publica; adocdo de medidas de controle
especificas para Salmonella Pullorum e Salmonella Gallinarum por se tratarem de
patébgenos de grande relevancia em saude animal; além da gestdo de risco, com
base no banco de dados dos sorovares de Salmonella spp.(BRASIL, 2016).

Os estabelecimentos de criagcdo de frangos e perus de corte deverdo
implementar um programa de controle e monitoramento para Salmonella spp. nos
seus plantéis avicolas. Para fins de controle de Salmonella spp., todos os lotes de
frangos e perus de corte dos estabelecimentos avicolas serdo submetidos a coletas
de amostras para a realizacdo de ensaios laboratoriais para deteccdo de
salmonelas. As coletas de amostras serdo realizadas o mais proximo possivel da
data do abate do lote das aves, de tal maneira que os resultados sejam conhecidos
antes do seu envio para o abate (BRASIL, 2016).

As amostras coletadas serdo: 2 a 4 suabes de arrasto ou propés, agrupados
em um pool, umedecidos com meio de conservacdo, sendo que cada suabe ou

propé devera perfazer 50% da superficie do galpdo ou 300 amostras de fezes de
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aproximadamente 1 g cada, preferencialmente cecais, coletadas em diferentes
pontos distribuidos ao longo do galpao, reunidas em um unico pool (BRASIL, 2016).

Apéds serem coletadas, as amostras serdo acondicionadas e enviadas o mais
breve possivel ao laboratério. No momento da coleta das amostras, as aves néo
deverdo estar sob efeito de agentes antimicrobianos para bactérias gram-negativas
e nao devera ser utilizado nenhum produto com ac¢do antimicrobiana no ambiente.
As seguintes técnicas laboratoriais para detec¢do de Salmonella spp. serdo aceitas:
detecgdo do agente por isolamento em meio de cultura; deteccdo do agente por
métodos moleculares; identificacdo antigénica do agente e identificacdo do agente
por métodos moleculares (BRASIL, 2016).

Os diagnésticos positivos para Salmonella spp. serdo encaminhados
imediatamente pelo laboratério ao SVE (Servico Veterinario Estadual) onde se
localiza o estabelecimento. Um nucleo sera considerado positivo quando pelo menos
um ensaio de qualquer galpdo do nucleo apresentar diagndstico positivo para esse
agente patogénico. Um nucleo positivo para Salmonella spp. implicar4 que todo lote
de frangos ou perus de corte alojado no momento da coleta das amostras sera
considerado positivo, independentemente do nimero de aves e galpdes existentes
no nucleo (BRASIL, 2016).

Diante de resultados positivos, serdo adotadas as seguintes acdes sanitarias:
fermentacdo das camas de todos os aviarios do nucleo ou outro tratamento capaz
de inativar as salmonelas; remocao e descarte de toda a cama e do esterco apés o
tratamento, sendo proibida a reutilizacédo; limpeza e desinfeccdo das instalacfes e
equipamentos apds a remocéao de toda a cama e esterco do aviario; adocdo de vazio
sanitario de, no minimo, 15 dias depois de concluidos os procedimentos de limpeza
e desinfeccédo dos galpbes e investigacao para identificar a fonte de infeccéo e as
vias de transmissdo para as aves, bem como adocdo de um plano de agédo para
prevencao de novas infecgbes (BRASIL, 2016).

O transito de frangos e perus de corte provenientes de nucleos positivos para
Salmonella spp. atenderd as seguintes condi¢cbes: emissdo da GTA (Guia de
Transito Animal) exclusivamente com a finalidade de abate ou destruicdo ou
blogueio da emissdo da GTA pelo SVE até o recebimento das comprovacfes das

acoOes sanitarias exigidas (BRASIL, 2016).
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O SVO (Servico Veterinario Oficial) determinara a realizacdo de coletas
aleatérias a qualquer tempo nos estabelecimentos avicolas, bem como o aumento
do numero e tipo de amostras a serem coletadas e o niumero de galpdes a serem
amostrados para salmonelas, com base nos seguintes critérios: medidas de
biosseguridade adotadas; ocorréncia de casos suspeitos ou positivos na regido ou
no proprio estabelecimento; investigacbes epidemioldgicas; divergéncia entre
resultados do monitoramento instituido por esta Instrucdo Normativa e outros testes
laboratoriais executados pela empresa. O SVO avaliara o resultado da investigacédo
e podera determinar a realizacdo de: investigacdo dos nucleos de reproducédo e
incubatorios de origem das aves; interdicdo do nucleo; blogueio na emissao da GTA
e medidas adicionais de controle sanitario (BRASIL, 2016).

Os estabelecimentos de abate de frangos e perus de corte deverdo instituir
em seus programas de autocontrole acBes de contencdo e monitoramento de
Salmonella spp. desde a obtencdo da matéria-prima até o produto final. O
monitoramento de Salmonella spp. em carcacas de frangos e perus sera realizado
pelos estabelecimentos de abate registrados no SIF por meio de ciclos de
amostragem (BRASIL, 2016).

A coleta de amostra seguird e atendera os seguintes requisitos: a amostra de
frango sera composta por uma carcaca inteira coletada de forma aleatéria antes da
embalagem primaria; a amostra de peru sera composta por, no minimo, quinhentos
gramas de partes de pele e musculo da regido peri-cloacal, do pescoco e das asas,
coletadas de uma carcaca selecionada de forma aleatéria, antes da embalagem
primaria e no caso de carcacas nao submetidas ao processo de pré-resfriamento por
imersdo, a coleta sera realizada ap0s o resfriamento e antes da embalagem
primaria. Ap6s serem coletadas, as amostras serdo acondicionadas e enviadas o
mais breve possivel ao laboratério (BRASIL, 2016).

O ciclo de amostragem sera composto pelo numero (n) de amostras a serem
coletadas e o numero maximo de amostras positivas aceitaveis (c). Para a
interpretacédo dos resultados, sera utilizado o plano de duas classes, no qual deve
constar presenca ou auséncia de Salmonella spp. Os estabelecimentos deverdo
manter o indice de contaminacdo por Salmonella spp. ndo superior ao numero

maximo de amostras positivas aceitaveis (c) (para coleta de 8 amostras (n) o numero
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maximo de amostras positivas aceitaveis (c) sera de 2; para n de 26 amostras, c
sera de 6 e para n de 51 amostras, ¢ sera de 12 (BRASIL, 2016).

O ciclo sera considerado violado quando o numero de amostras positivas for
maior que o numero aceitavel (c). Quando ocorrer a violacdo de um ciclo oficial,
apos ser notificado pelo SIF, o estabelecimento de abate deve: realizar investigacao
para identificar a causa da violacdo, bem como adotar plano de acdo para
prevencao de novas violagdes; revisar 0s programas de autocontrole, com o objetivo
de restabelecer a conformidade em relagédo a esse agente; e comprovar ao SIF as
acOes adotadas, por meio de registros auditaveis em até vinte dias a contar da data
da notificacdo (BRASIL, 2016).

Quando ocorrer a violagdo de dois ciclos oficiais consecutivos, ap0s ser
notificado pelo SIF, o estabelecimento de abate deve além das medidas citadas
acima, solicitar de seus fornecedores intensificacdo das acdes de biosseguridade.
Quando ocorrer violacao de trés ciclos oficiais consecutivos, apos ser notificado pelo
SIF, também deve: expedir o produto final apds ensaio laboratorial de pesquisa de
Salmonella spp. em laboratorios credenciados; tipificar as culturas para identificacéo
do sorovar e dar destino a producdo para tratamento térmico que garanta a
eliminacao desses patégenos como fabricacdo de carne mecanicamente separada

ou outro processo previamente aprovado pelo MAPA (BRASIL, 2016).

1.5 Uso da biologia molecular na identificagdo de Salmonella spp.

A técnica de biologia molecular foi descoberta somente no século XX, a partir
desse fato, o processo de uso dessa metodologia foi se aperfeicoando até o total
mapeamento genético de uma célula em estudo. Com a descoberta e mapeamento
da dupla fita de DNA, obteve-se também um grande avan¢o em busca de novos
compostos que fossem mais eficazes e precisos no combate a microrganismos
patogénicos. Mas com isso, ocorreu também a modificagdo genética desses
patdgenos para resistirem e sobreviverem aos ataques dos antibiéticos, tornando-se
resistentes ou multirresistentes, diminuindo a capacidade desses compostos
atingirem o objetivo de causarem a morte e/ou a inibicdo do crescimento desses

microrganismos patogénicos (MENDONCA, 2016).
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A resisténcia aos antimicrobianos se propaga de uma cepa a outra com tanta
rapidez que torna a bactéria virulenta, sendo essas medicacdes incapazes de deté-
las. Outro fator importante é o uso dessas medicacdes em criacdo de animais para o
consumo alimentar, seja para aumentar a produtividade, prevenir, tratar, ou
combater infeccBes bacterianas nesses animais, pois podem tornar-se resistentes,
antes mesmo, de entrar em contato com o organismo humano (MENDONCA, 2016;
ALERTHUM, 2008).

As bactérias patogénicas e ndo patogénicas se diferenciam devido a
expressdo de genes que codificam os fatores de viruléncia, que permitem ao
patdgeno invadir e desabilitar a imunidade do organismo humano causando doenca
no hospedeiro (MENDONCA, 2016). Genes de viruléncia das salmonelas podem ser
cromossdmicos e plasmidiais, a maioria esta localizado em grandes é&reas do
cromossomo, chamadas de ilhas de patogenicidade em Salmonella spp. (IPS ou
SPI, sigla em inglés) e sdo estudadas cinco dessas regifes (IPS-1, IPS-2, IPS-3,
IPS-4 e IPS-5), sendo a mais pesquisada a regidao IPS-1 (MENDONCA, 2016;
FERREIRA e CAMPOQOS, 2008).

Ha algumas fases em que a bactéria deve traspor as barreiras imunoldgicas
para poder causar a doenca, 0s genes de viruléncia estdo relacionados com essas
fases: adesdo, invasdo e consequentemente lesdo nas células intestinais invadidas
do hospedeiro. E pode ser que esses genes foram adquiridos ao longo de décadas
incorporando-se ao material genético de outras bactérias (MENDONCA, 2016;
BERCHIER JUNIOR, FREITAS e NETO, 2009).

Segundo relatado por FOLEY et al. (2013), a maquinaria T3SS, esta
associada a regidao SPI-1, que € um complexo multiproteina que facilita a captacéo
endotelial e a invasdo do patégeno no canal entre o citoplasma bacteriano e a
membrana celular do hospedeiro para transportar toxinas e outras proteinas efetoras
em células intestinais e reguladoras. Varias proteinas como InvJ, SpaO, Prgi/J,
SIpA/B/C, SptP, AvrA, SopA/B/D/E/E2, SIrP, e SspH1, sdo segregadas através de
T3SS. Essas proteinas efetoras séo translocadas através do T3SS, a proteina
SopB, por exemplo, que desempenha um papel importante na ativagcdo das vias
secretoras, facilitando a inflamagédo e alterando o equilibrio i6nico nas células,
levando a secrec¢des no trato gastrintestinal e consequentemente a diarreia em

humanos e bovinos. Um processo conhecido como ruffling da membrana é causada
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por proteinas efetoras como a SipA, SipC e SopB, podendo, essas, interagir com a
membrana celular hospedeira que se estende para fora do citoesqueleto. Esse
processo de ruffling facilita o englobamento de Salmonellas e a internalizacéo delas
na célula do hospedeiro, esse compartimento esta ligado & membrana denominada
Vacuolo que Contém Salmonella spp. (SCV), uma vez esses vacuolos internalizados
em células hospedeiras vao expressar um segundo T3SS, codificado como SPI-2
que sdo responsaveis por secretarem proteinas para fora do Vacuolo que Contém
Salmonella spp., levando a formagéo de filamentos induzidos por Salmonella spp.
(SIFs).

As ilhas de patogenicidade sédo importantes para a viruléncia da célula
patogénica e foram relatadas em diferentes sorovares, sendo que, em geral o SPI-1
€ necessario para a invasdo de células hospedeiras e inducdo de apoptose de
macrofagos; SPI-2 esta associado a infeccdo sistémica e replicacdo em
macrofagos; SPI-3 estdo ligados a sobrevivéncia desses patdgenos dentro dos
macréfagos e a capacidade de Salmonella spp. se multiplicar em ambientes com
baixo teor de magnésio; SPI-4 € necessario para a vida intramacréfica e abriga
genes para secrecao de toxina e apoptose; o SPI-5 foi encontrado para agrupar
genes que codificam multiplas proteinas efetoras de T3SS; e o SPI-6 que transporta
proteinas no ambiente ou células hospedeiras segundo os estimulos de respostas
externas (FOLEY et al., 2013).
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Considerando que apesar do programa de controle e monitoramento de
Salmonella spp. na producdo avicola, essa bactéria continua a ser um dos
patbgenos mais identificados em produtos avicolas expostos ao consumo, o objetivo
deste trabalho foi realizar a pesquisa de Salmonella spp. em carnes de frango
comercializadas em supermercados do DF.
2.2 Objetivos especificos
Realizar genotipagem através da técnica de PCR para confirmagédo de genes de

viruléncia de Salmonella spp.

Realizar teste de susceptibilidade antimicrobiana utilizando o método de difuséo com
disco.
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3. JUSTIFICATIVA

Os alimentos sdo a base de uma boa saude, mas com o aumento do
consumo e producdo em grande escala podem ocorrer também contaminacfes
desses alimentos devido as mas condi¢cdes higiénico-sanitarias (MACHADO et al.,
2009). As doencas transmitidas por alimentos sdo um dos maiores riscos para a
populacao, pois podem ocasionar doengas graves se o0 alimento consumido estiver
contaminado com microrganismos patogénicos (FREITAS et al., 2006).

A Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA, 2010) em seu
relatorio de 2010, indicou que no ano de 2008 a salmonelose foi a doenca zoondtica
mais comumente relatada entre os seres humanos. Em 2009, em uma analise
conduzida em toda a UE sobre a prevaléncia das bactérias Staphylococcus aureus e
Salmonella spp. resistentes a meticilina (MRSA) nos suinos reprodutores e seus
filhotes, esses patdégenos foram encontrados frequentemente em varios Estados-
Membros.

As salmoneloses sdo um dos maiores problemas de salde publica nos casos
de Doencas Transmitidas por Alimentos. Nas aves, o estado de portador de
Salmonella spp. € um importante fator epidemiolégico, sendo as aves de corte uma
fonte de contaminacdo do meio ambiente e dos produtos de origem animal.
Adicionalmente, as operacdes de transporte pré-abate e processamento das
carcacas na industria podem, por meio da contaminacdo cruzada, aumentar o
percentual de positividade (KOWALSKI et al., 2011; SANTOS et al., 2013; STERZO
et al., 2008).

Estes fatores tém contribuido para que a Salmonella spp. continue a ser um
dos patégenos mais identificados em produtos avicolas expostos ao consumo. As
carcacas de frango bem como seus cortes e outros derivados chegam ao momento
do preparo culindrio com percentuais variados de contaminacéo por Salmonella sp.
(KOWALSKI et al., 2011; SANTOS et al., 2013; STERZO et al., 2008).

Considerando que recentemente foi introduzido um programa nacional de
controle e monitoramento de Salmonella spp. na producdo avicola, este estudo
realizou a pesquisa de Salmonella spp. de cortes carnes de frango comercializados

em supermercados do Distrito Federal.
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4. ARTIGO ELABORADO CONFORME AS NORMAS DE SUBMISSAO DA
REVISTA HIGIENE ALIMENTAR

PREVALENCIA E SUSCEPTIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS DE BACTERIAS
SALMONELLA SPP. ISOLADAS DE CORTES DE CARNE DE FRANGO
COMERCIALIZADOS NO DISTRITO FEDERAL

Angeislenie Ricelle Magalhdes Rodrigues, lzabel Cristina Rodrigues da Silva,

Daniela Castilho Orsi

Universidade de Brasilia (UNB/FCE), Faculdade de Farmécia, Laboratério de
Controle de Qualidade, Ceilandia, Brasilia - DF, Brasil.

4. RESUMO

A Salmonella spp. pertence a familia das Enterobacteriaceae e €& facilmente
disseminada no ambiente de producdo avicola. Considerando que essa bactéria
continua a ser um dos patdogenos mais identificados em produtos avicolas expostos
ao consumo, o objetivo deste trabalho foi realizar a pesquisa de Salmonella spp. de
cortes carnes de frango comercializados em supermercados do Distrito Federal.
Foram coletadas 30 amostras de cortes de carne de frango expostos para o
consumo em supermercados do Distrito Federal no periodo de Fevereiro a Marco de
2018. Foram realizados testes bioquimicos para triagem de Salmonella spp. e
identificacdo molecular do gene IinvA. A susceptibilidade das cepas aos
antimicrobianos foi avaliada pela técnica de disco difusdo, utilizando protocolo
recomendado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute. No presente estudo,
do total de 30 amostras de carne de frango analisadas, 19 amostras (63%)
apresentaram contaminagcdo por Salmonella spp. confirmadas no teste molecular
com identificacdo do gene invA. Os antibidticos aos quais as cepas apresentaram
maior resisténcia foram: amoxacilina com acido clavulanico (19 cepas resistentes) ou
82,6% das bactérias testadas, tetraciclina (18 cepas resistentes) ou 78,3% das
bactérias testadas e sulfonamida (9 cepas resistentes) ou 39,1% das bactérias

testadas. E também se observou que 39,1% dos isolados (9 cepas) mostraram-se
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multirresistentes, isto €, apresentaram resisténcia a trés ou mais antimicrobianos. Os
resultados deste estudo mostraram uma alta prevaléncia de Salmonella spp.
presentes na carne de frango comercializada em supermercados do Distrito Federal.
Fica evidente a necessidade de medidas mais rigorosas de fiscalizacdo para um
melhor controle da contaminagcdo da carne de frango por Salmonella spp., para

assim, garantir um produto com maior seguranca alimentar para o consumidor.

Palavras-chave: Carne de frango. Contaminacdo de alimentos. Antibiograma.

Multirresisténcia. Salmonella spp.

4. ABSTRACT

Salmonella spp. belongs to the Enterobacteriaceae family and is easily disseminated
in the poultry production environment. Considering that this bacterium continues to
be one of the most identified pathogens in poultry products exposed to consumption,
the objective of this work was to carry out the Salmonella spp. of cut chicken meats
marketed in supermarkets in the Federal District. Thirty samples of chicken meat
samples exposed for consumption were collected in supermarkets in the Federal
District from February to March 2018. Biochemical tests and molecular analysis of
the invA gene were performed for Salmonella spp identification. The susceptibility of
the strains to the antimicrobials was evaluated by the disc diffusion technique, using
a protocol recommended by the Clinical and Laboratory Standards Institute. In the
present study, of the total of 30 chicken meat samples analyzed, 19 samples (63%)
showed contamination by Salmonella spp. confirmed in the molecular test with invA
gene identification. The antibiotics to which the strains showed the highest resistance
were: amoxicillin with clavulanic acid (19 resistant strains) or 82.6% of the bacteria
tested, tetracycline (18 resistant strains) or 78.3% of the tested bacteria and
sulfonamide (9 resistant strains) or 39.1% of the bacteria tested. It was also observed
that 39.1% of the isolates (9 strains) were multiresistant, that is, they showed
resistance to three or more antimicrobials. The results of this study showed a high
prevalence of Salmonella spp. in chicken meat marketed in supermarkets in the

Federal District. There is a clear need for stricter enforcement measures to better
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control the contamination of chicken meat with Salmonella spp. to ensure a product

with greater food safety for the consumer.

Keywords: chicken meat, contamination of food, antibiogram, multiresistance,

Salmonella spp.

5. MATERIAL E METODOS

5.1 Coleta, preparo das amostras e analises microbioldgicas

No presente estudo, foram coletadas 30 amostras de diferentes cortes de
carne de frango (peito, coxa, asa, coxinha da asa, sobrecoxa e filé de frango),
embalados em bandejas e expostos ao consumo em balcdes refrigerados, em 12
diferentes supermercados do Distrito Federal. As coletas foram realizadas por 5
semanas consecutivas no periodo de Fevereiro a Marco de 2018. Todas as
amostras foram transportadas resfriadas dos locais de estudo para o laboratério no
tempo de 30-50 min. e no prazo maximo de 1 hora, apds a coleta, foi iniciada as
analises microbiolégicas. As analises microbiolégicas foram realizadas no
Laboratério de Controle de Qualidade da Faculdade de Ceilandia, UNB. Para a
pesquisa de Salmonella spp., primeiro foram pesadas 25 g de cada amostra em 225
mL de &gua peptonada 1% (p/v) e apdés 18 h de incubacdo em estufa a 36°C
(variando +/- 1°C), aliquotas desse caldo de enriquecimento foram transferidas para
os caldos seletivos selenito cistina e tetrationato e incubadas a 37°C por 24 h. Apos
a incubacao, aliquotas foram transferidas dos caldos seletivos para os meios Agar
Salmonella Shigella (SS) e Agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD). As colbnias néo
fermentadoras de lactose (com ou sem pigmento preto) foram transferidas do SS e
do XLD para o meio de cultivo Agar TSI (trés acucares e ferro). Os tubos de TSI que
apresentaram reag0es tipicas de Salmonella spp. foram novamente repicadas para
0Ss meios SS e XLD e levados para a estufa a 37°C por 24 h. As col6nias puras
isoladas do SS e/ou XLD com caracteristica tipica de Salmonella spp. foram
repicadas nos meios bioquimicos LIA (Lysina Iron Agar) e FA (fenilalanina Agar) e
incubadas na estufa bacteriolégica entre 18-24 h. Todas as analises foram

realizadas em triplicata.
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5.2 Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos das bactérias isoladas

A susceptibilidade das cepas aos antimicrobianos foi avaliada pela técnica de
disco-difusdo (método Kirby-Bauer), utilizando protocolo recomendado pelo Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2013). Os antimicrobianos e as
concentracfes em microgramas testados foram: amoxacilina com acido clavulanico
(10 pg) (B-lactamico/penicilina), ceftazidima (30 ug) (B-lactamico/cefalosporina),
cefotaxima (30 pg) (B-lactdmico/cefalosporina), gentamicina (10  ug)
(aminoglicosideo), cloranfenicol (30 pg) (fenicol), imipenem (10 pg) (B-
lactamico/carbapenem), tetraciclina (30 ug) (tetraciciclina), ciprofloxacina (5 ug)
(quinolona) e sulfonamida (300 ug) (sulfonamida) (NEWPROV®). As zonas de
inibicdo foram medidas e classificadas como sensivel e resistente de acordo com
recomendagdes do CLSI (2013).

5.3 Analises moleculares

Os isolados suspeitos de serem Salmonella spp. foram identificados através
da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), partindo-se de culturas puras
ressuspendidas em caldo BHI. As colbnias isoladas foram inoculadas,
individualmente, e incubadas a 37°C por 18 horas. A extracdo do DNA foi realizada
de acordo com o protocolo proposto no kit comercial Plasmid DNA purification
MACHEREY-NAGEL®. A qualidade e a quantidade de DNA extraido foram
determinadas por eletroforese em gel de agarose, em comparacao com o padréao de
massa molecular DNAI/Hindlll marcador de 100 pb (JENA®). Apds a extracdo do
DNA, a amplificacdo de fragmentos de genes foi realizada utilizando o termociclador
Techne® modelo TC-512. As condi¢bes de termociclagem foi de 50°C por 2 min.,
95°C por 2 min. e 40 ciclos de desnaturagédo a 95°C por 15 seg., seguida de 60°C
por 30 seg., para o anelamento dos oligonucleotideos e 72°C por 30 seg. para a
extensdo dos fragmentos. Os produtos de PCR submetidos a eletroforese em gel de
agarose, contendo brometo de etideo foram visualizados sob iluminagéo ultra-
violeta. O marcador de massa molecular utilizado foi o 100 pb DNAI/Hindlll (JENA®).
Para a identificacdo de Salmonella spp. foi utilizado o fragmento de 445 pares de
base referente ao gene invA. A Tabela 1 apresenta a sequéncia do primer para

identificac&o do gene invA.

27



Tabela 1 — Sequéncia do primer e tamanho do produto amplificado na PCR para

identificacdo do gene invA

Primer Sequéncia5™- 3’ Produto Género

amplificado

invA foward GCTGATGCCGGTGAAATTAT
invA reverse CGACAAGACCATCACCAATG 445 pb Salmonella spp.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, do total de 30 amostras de carne de frango analisadas,
19 amostras (63%) apresentaram o0 gene invA na analise molecular, mas 9 cepas
nao tiveram a confirmacao dos testes bioquimicos (Tabela 2). Foram encontradas
10 amostras de carne de frango (30%) que apresentaram contaminagdo por
bactérias Salmonella spp. confirmadas nos testes bioquimicos (descarboxilacdo da
lisina com producdo de pigmento preto e no uso da fenilalanina) e na analise

molecular (presenca do gene invA).

Tabela 2 — Prevaléncia de bactérias Salmonella spp. isoladas nas amostras de

carne de frango

Cortes de frango NUumero de amostras NUumero de amostras
positivas no teste positivas nos testes
molecular bioquimico e molecular

(gene invA) (gene invA, LIA e FA)
Sobrecoxa 3 1
Asa 1 1
Coxinha da asa 4 1
Peito 3 3
Coxa e sobrecoxa 5 4
File de frango 1 0
Coxa 2 0

Total 19 (63%) 10 (30%)

Essa diferenca de resultado entre o teste bioquimico e teste molecular deve

ter acontecido por falha de metodologia no isolamento de colénias puras de
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Salmonella, sendo que a ocorréncia de contaminacdo com outras bactérias nos
testes acaba distorcendo os resultados das provas bioquimicas. O gene invA é bem
conservado em todos os sorovares de Salmonella, sendo um gene muito utilizado
para sua deteccdo pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (WHANG et al.,
2009). O operon Inv (invasibility) € composto de sete genes invVABCDEFG. O gene
invA é o primeiro no operon, desempenhando funcdo importante na invasao de
células epiteliais. Sorotipos de Salmonella que ndo possuem o0 gene invA s&o
incapazes de expressar 0s genes invABC, tornando-os impossibilitados de invadir
células de mamiferos (OLIVEIRA et al., 2013). E no estudo de OGUNREMI et al.
(2017), que desenvolveu uma PCR multiplex para identificar os dois sorovares mais
comuns de Salmonella causadores de doengas transmitidas por alimentos no
Canada (Enteritidis e Typhimurium), o gene invA foi detectado em todos os isolados
de Salmonella selecionados no inicio do estudo (n = 194) e provou ser um marcador
confiavel.

Ao comparar resultados encontrados na literatura, observou-se que ha grande
variacdo na frequéncia de isolamento de Salmonella spp. em carnes de frango.
Essas diferentes prevaléncias podem ser influenciadas por variaveis geogréficas e
temporais, pelas condi¢des higiénicas dos estabelecimentos de abate de onde essas
amostras foram adquiridas, pela maior manipulacdo dos cortes quando comparados
as carcacas e pela metodologia de coleta das amostras. Para a producédo de
carcagas inteiras, as mesmas sdo embaladas logo apdés sairem do sistema de
resfriamento de carcacas. Ja para a producédo de cortes, apds sairem do sistema de
resfriamento, as carcacas sdo conduzidas para as salas de corte, onde sao
porcionadas. Nesse processo, principalmente pelo contato de um corte contendo
Salmonella spp. com superficies de equipamentos e também com as maos dos
manipuladores pode ocorrer a disseminacdo do patdégeno para outros cortes (CHIA
et al., 2009; KUSUMANINGRUM et al., 2003).

No trabalho de PERIN (2017), foram analisadas 300 amostras congeladas de
cortes de frango (asa, perna, peito e frango a passarinho) nas apresentacdes de
bandeja e compradas em supermercados. Todos 0s cortes eram provenientes de
abatedouros localizados no estado do Parana. O percentual de ocorréncia de
Salmonella spp. foi de 31,5% (95 amostras positivas de 300). No trabalho de
SIRIKEN et al. (2015) foram coletadas 150 amostras de carne de frango em
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supermercados de Samsun na Turquia e Salmonella spp. foi detectada em 64
amostras (42,7%). No trabalho de CARDOSO et al. (2015) foram analisadas
carcacas de frango resfriadas, provenientes de diferentes abatedouros comerciais
do Estado de S&o Paulo. Em 2009 e 2010 foram analisadas 93 e 94 amostras de
carcacas de frango e verificou-se a positividade de Salmonella spp. em 30 amostras
(32,3%) e 24 amostras (25,5%), respectivamente.

Outros trabalhos na literatura relataram um percentual menor de positividade
de Salmonella spp. em amostras de carne de frango. CARVALHO e CORTEZ (2005)
analisaram 35 amostras de carne de frango (peito e coxa) procedentes de diferentes
frigorificos da regido Noroeste do Estado de S&o Paulo e relataram 8 amostras
(23%) contaminadas com Salmonella spp. No Estado de Goias, REZENDE et al.
(2005), pesquisaram 96 amostras de carcacas de frango e isolaram Salmonella spp.
em 19 amostras (19,8%). No trabalho de BRITO et al. (2010) foram colhidas 40
amostras de carcacas de frango in natura comercializadas em mercados publicos do
Municipio de S&o Luis, MA. Do total de amostras analisadas, 5 amostras (12,5%)
estavam contaminadas por Salmonella spp.

A maioria dos trabalhos citados acima (BRITO et al.,2010; CARDOSO et al.,
2015; CARVALHO e CORTEZ, 2005; PERIN, 2017) confirmaram Salmonella por
sorotipificacdo e no trabalho de SIRIKEN et al. (2015), que relatou o maior
percentual de isolamento de Salmonella (42,7%), as bactérias foram confirmadas
pela presenca do gene invA.

O perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de 23 cepas de Salmonella
spp. isoladas das amostras de carne de frango estd apresentado na Tabela 3. Os
antibiéticos aos quais as cepas apresentaram maior resisténcia foram: amoxacilina
com acido clavulanico (19 cepas resistentes) ou 82,6% das bactérias testadas,
tetraciclina (18 cepas resistentes) ou 78,3% das bactérias testadas e sulfonamida (9
cepas resistentes) ou 39,1% das bactérias testadas. Todos estes antimicrobianos
sé@o pertencentes as classes de uso veterinario exclusivo em terapéutica, sendo
vedada a sua utilizagdo como melhoradores de desempenho ou como conservantes

de alimentos para animais (BRASIL, 2009).
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Tabela 3 — Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das bactérias Salmonella

spp. isoladas das amostras de carne de frango

Antibioticos S I R *HALO S *HALO | *HALO
n (%) n (%) n (%) (mm) (mm) R
(mm)
Amoxacilina 4 (17,4) 0 19 (82,6) >18 - <18
Sulfonamida 12 (52,2) 2 (8,7) 9(39,1) >17 12-17 <12
Gentamicina 22 (95,7) 1 (4,3) 0 >15 12-15 <12
Tetraciclina 4(17,4) 1(4,3) 18(78,3) >21 17-21 <17
Cloranfenicol 17 (73,9) 6 (26,1) 0 >18 12-18 <12
Ciprofloxacina 21 (91,3) 2(8,7) 0 >21 15-21 <15
Imipenem 18 (78,3) 3(13,0) 2 (8,7) >23 19-23 <19
Ceftazidima 12 (52,2) 6(26,1) 5(21,7) >26 22-26 <22
Cefotaxima 12 (52,2) 8(34,8) 3(13,0) >21 17-21 <17
S = sensivel; | = intermediario; R = resistente; n = numero de cepas; % =

porcentagem em relacdo ao total de 23 cepas.
* De acordo com a CLSI, 2013.

Resultados semelhantes foram reportados por PERIN (2017), onde dos 98
isolados de Salmonella spp., os maiores indices de resisténcia foram observados
para tetraciclina (94%) e amoxicilina com &cido clavulanico (84%). Resultados
semelhantes também foram reportados por RIBEIRO et al. (2011), encontrando 90%
dos isolados de Salmonella spp. resistentes a tetraciclina e 60% dos isolados de
Salmonella spp. resistentes a ampicilina. No estudo de MENDONCA (2016), também
foram relatados resultados parecidos de susceptibilidade aos antimicrobianos de 51
cepas de Salmonella spp. isoladas de frango de corte e os maiores indices de
resisténcia foram para amoxacilina com 35,3% das cepas resistentes e sulfonamida
com 15,7% das cepas resistentes.

O alto numero de cepas resistentes as penicilinas como amoxacilina e
ampicilina chama a atencéo para um grande problema de saude publica, visto que
estas drogas sao consideradas de primeira escolha para tratamento de muitas
doencgas na medicina humana (WHO 2011). Alguns estudos anteriores realizados no
Brasil relataram uma alta frequéncia de resisténcia a sulfonamida em Salmonella
(GHILARDI et al. 2006, MEDEIROS et al. 2011). No Brasil, as tetraciclinas sao
proibidas como aditivos na alimentagéo animal desde 1998 (BRASIL, 2009; VOSS-
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RECH et al., 2015). Porém, de acordo com LAI et al. (2014), na China 0 aumento da
resisténcia a sulfonamida e tetraciclina se deve, provavelmente, a utilizacdo destes
antimicrobianos na alimentag&o animal como promotores de crescimento.

A Tabela 4 apresenta as cepas de Salmonella spp. isoladas de carne de
frango com resisténcia aos antimicrobianos testados. Todas 23 as cepas de
Salmonella spp. foram resistentes a pelo menos um antimicrobiano. Dez cepas
foram resistentes a 2 antimicrobianos (43,5%). E também se observou que 39,1%
dos isolados (9 cepas) mostraram-se multirresistentes, isto €, apresentaram

resisténcia a trés ou mais antimicrobianos.

Tabela 4 — Numero de cepas de Salmonella spp. isoladas de carne de frango com

resisténcia aos antimicrobianos testados

NUmero de cepas Cepas Numeros de antimicrobianos
(%)* aos quais as cepas
apresentaram resisténcia
1 4,3 6
1 4,3 5
3 13,0 4
4 17,4 3
10 43,5 2
4 17,4 1
23 100 Total

* 06 = porcentagem em relacao ao total de 23 cepas.

No estudo de PERIN (2017), 86,7% dos isolados (85 cepas do total de 98
cepas) mostraram-se multirresistentes, isto é, apresentaram resisténcia a trés ou
mais classes de antimicrobianos. Resultado idéntico foi descrito por ZIECH et al.
(2016), os quais encontraram 86% dos isolados de Salmonella spp. isoladas de
ambientes de abate de frango no Parana estavam com multirresisténcia. Bactérias
Salmonella spp. multirresistentes sdo um problema mundial enfrentado a cerca de
30 anos. Portanto, 0 monitoramento continuo da sua prevaléncia e resisténcia em
alimentos é necessario devido as implicacbes para a saude publica e o potencial
risco de disseminac&o de microrganismos resistentes (HUR et al., 2012).

A Tabela 5 apresenta os perfis de resisténcia antimicrobiana das cepas de
Salmonella spp. isoladas de carne de frango. Treze perfis de resisténcia foram

identificados, sendo os perfis mais frequentes foram as cepas com resisténcia a
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amoxacilina e tetraciclina (30,4% dos isolados), cepas com resisténcia somente a
amoxacilina (13,0% dos isolados) e cepas com multirresisténcia a amoxacilina,
sulfonamida, cefotaxima e tetraciclina (13,0% dos isolados).

No estudo de MENDONCA (2016) foram identificados 33 perfis de resisténcia
para cepas de Salmonella enteritidis isoladas de carne de frango. Das 111 cepas
testadas, 36 cepas (32,4%) apresentaram multirresisténcia. De acordo com
MENDONCA (2016) a ocorréncia de cepas de carater multirresistente pode estar
associada, além da utilizacdo inadequada de antimicrobianos na avicultura industrial,
a disseminacdo de genes de resisténcia aos antimicrobianos. MENDONCA (2016)
enfatiza a importancia de caracterizar os clones multirresistentes quanto a sua

capacidade de albergar e disseminar genes de resisténcia a antimicrobianos.

Tabela 5 — Perfis de resisténcia antimicrobiana das cepas de Salmonella spp.

isoladas de carne de frango

Perfis Resisténcia antimicrobiana NUmero de NUmero de

antimicrobianos* cepas (%)**

1 AMC, SUL, TET, CAZ,CTX e IMP 6 1(4,3)
2 AMC, SUL, TET e IMP 4 1(4,3)
3 AMC, SUL, TET, CAZ 4 3 (13,0)
4 TET, CAZ e CTX 3 1(4,3)
5 AMC, SUL, TET 3 1(4,3)
6 AMC, TET e CTX 3 1(4,3)
7 AMC, SUL e TET 3 1 (4,3)
8 AMC e TET 2 7 (30,4)
9 AMC e CAZ 2 1(4,3)
10 SUL e TET 2 1(4,3)
11 AMC e SUL 2 1(4,3)
12 AMC 1 3 (13,0)
13 SUL 1 1(4,3)

* Numero de antimicrobianos aos quais as cepas apresentaram resisténcia; Numero
de cepas (%)** = numero de cepas com perfil de resisténcia e porcentagem em
relacdo ao total de 23 cepas; AMC = amoxacilina, SUL = sulfonamida, TET
tetraciclina, CLO = cloranfenicol, CAZ = ceftazidima, CTX = cefotaxima, GEN
gentamicina, IMP = imipenem.
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7. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstraram uma alta prevaléncia de
Salmonella spp. na carne de frango comercializada nos supermercados do Distrito
Federal. Percebe-se um papel importante do mecanismo de viruléncia das bactérias
para uma rapida disseminacado de fenotipos resistentes a multiplas drogas. Os dados
apresentados neste estudo demonstraram que as amostras de carne de frango de
varejo estavam contaminadas com Salmonella spp., portanto, a carne de frango
pode ser um veiculo potencial de transmissdo dessas bactérias para os seres
humanos. Considerando que recentemente foi introduzido um programa nacional de
controle e monitoramento de Salmonella spp. na producdo avicola, fica evidente a
necessidade de medidas mais rigorosas de fiscalizacdo para obter um melhor
controle da contaminacdo da carne de frango por Salmonella spp., para assim,

garantir um produto com maior seguranca alimentar para o consumidor.
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10. ANEXO 1

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Triagem para Salmonella spp. com os meios XLD e SS

Figura 2. TSI — cepas suspeitas de Salmonella spp.
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Figura 3. Cultura pura, nos meios XLD e SS

Figura 4. FA, Teste bioquimico para confirmacao de Salmonella spp.
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Figura 6. Antibiograma, técnica Kurby-Bauer.
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11. ANEXO 2

Visualizagcédo dos resultados da PCR em transiluminador sob luz violeta:

S50pb AR2 AR3 AR8 AR10 AR12

AR37 AR40 NA7 ST1 CP CN

Figura 7. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR qualitativo para
a presenca do invA de Salmonella; M = marcador de 100 pb; AR2 a AR40 =
amostras deste estudo com amplicons de de invA (445 pb), em vermelho,
confirmados por testes bioquimicos, NA e ST1 = controles internos do
laboratorio, CP= controle positivo Salmonella enteritidis ATCC 14028; CN =
Controle Negativo.
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12. ANEXO 3

NORMAS DE SUBMISSAO PARA A REVISTA HIGIENE ALIMENTAR

01. As colaboracdes enviadas a Revista Higiene Alimentar na forma de artigos,
pesquisas, comentarios, revisdes bibliogréaficas, noticias e informacdes de interesse
para toda a area de alimentos, devem ser elaboradas utilizando softwares padrao
IBM/PC (textos em Word nas mais variadas versbes do programa; graficos
em Winword, Power Point ou Excel) ou Page Maker 7, ilustracbes em Corel
Draw nas mais variadas versfes do programa (verificando para que todas as letras

sejam convertidas para curvas) ou Photo Shop.

02. Os trabalhos devem ser digitados em caixa alta e baixa (letras mailsculas e
minusculas), evitando titulos e/ou intertitulos totalmente em letras maiusculas e em

negrito. Tipo da fonte Times New Roman, ou similar, no tamanho 12.

03. Do trabalho deverdo constar as seguintes partes: Titulo, Resumo, Palavras-
chave, Abstract, keywords, Introducéo, Material e Métodos, Resultados e Discussao,
Concluséo e Referéncias Bibliograficas. Os graficos, tabelas e figuras devem fazer
parte do corpo do texto e o tamanho total do trabalho deve ficar entre 6 e 9 laudas
(aproximadamente 9 paginas em fonte TNR 12, com espagamento entre linhas 1,5 e

margens superior e esquerda 3 cm, inferior e direita 2 cm).

04. Resultados de pesquisas relacionados a seres humanos deverdo ser
apresentados acompanhados do nGmero do parecer junto ao Comité de Etica da

instituicdo de origem ou outro relacionado ao Conselho Nacional de Saude.

05. Do trabalho devem constar: o nome completo do autor e co-autores
(respeitando o0 maximo de quatro), e-mail de todos (sera publicado apenas o e-mail
do primeiro autor, o qual responde pelo trabalho) e nome completo das instituicbes
as quais pertencem, com trés niveis hierarquicos (Universidade, Faculdade,

Departamento), também a cidade, estado e pais.
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06. As referéncias bibliograficas devem obedecer as normas técnicas da ABNT-

NBR-6023 e as citagdes conforme NBR 10520 sistema autor-data.

07. Para a garantia da qualidade da impresséo, sédo indispensaveis as fotografias e
originais das ilustracdes a traco. Imagens digitalizadas deverdo ser enviadas

mantendo a resolucdo dos arquivos em, no minimo, 300 pontos por polegada (300
dpi).

08. Sera necessario que os colaboradores mantenham seus programas anti-virus

atualizados

09. Todas as informacdes sdo de responsabilidade do primeiro autor com o qual
faremos os contatos, através de seu e-mail que sera também o canal oficial para

correspondéncia entre autores e leitores.

10. Juntamente com o envio do trabalho devera ser encaminhada declaracéo
garantindo que o trabalho é inédito e ndo foi apresentado em outro veiculo de
comunicacdo. Na mesma devera constar que todos os autores estdo de acordo com

a publicacéo na Revista.
11. Nao ser& permitida a inclusao ou exclusdo de autores e co-autores ap0s o envio
do trabalho. Apds o envio do trabalho, s6 serd permitido realizar mudancas

sugeridas pelo Conselho Editorial.

12. Os trabalhos deverdao ser encaminhados exclusivamente on-line, ao e-

mail autores@higienealimentar.com.br .

13. Recebido o trabalho pela Redacdo, sera enviada declaracdo de

recebimento ao primeiro autor, no prazo de dez dias Uteis; caso isto ndo ocorra,

comunicar-se com a redacdo através do e-mail autores@higienealimentar.com.br

14. As colaboragdes técnicas serdo devidamente analisadas pelo Corpo Editorial da
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revista e, se aprovadas, sera enviada ao primeiro autor declaracéo de aceite, via e-

mail.

15. As matérias serdo publicadas conforme ordem cronologica de chegada a
Redacdo. Os autores serdo comunicados sobre eventuais sugestbes e

recomendacdes oferecidas pelos consultores.

16. Para a Redacédo viabilizar o processo de edicdo dos trabalhos, o Conselho
Editorial solicita, a titulo de colaboracdo e como condicédo vital para manutencéo
econbmica da publicacdo, que pelo menos um dos autores dos trabalhos enviados
seja assinante da Revista. Neste caso, por ocasido da publicagdo, sera cobrada uma
taxa de R$ 50,00 por pagina diagramada. Ndo havendo autor assinante, a taxa de

publicacéo sera de R$ 70,00 por pagina diagramada.

17. Quaisquer duvidas deverdo ser imediatamente comunicadas a Redacédo através
do e-mail

autores@higienealimentar.com.br
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