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RESUMO

O aumento significativo do consumo de carne de frango no Brasil pode ser atribuido
a sua qualidade nutricional, facilidade de preparo, ampla disponibilidade e custo
acessivel, tornando-se uma opcéo popular e viavel para uma nutricdo saudavel. No
entanto, esse aumento do consumo de carne de frango levanta preocupacdes em
relacdo a garantia da qualidade do produto e a seguranca alimentar, devido a
associacao entre alimentos de origem animal e surtos de Doencas de Transmissao
Hidrica e Alimentar. Assim, nesse estudo foram analisadas nove amostras de frangos
resfriadas comercializadas no Distrito Federal, onde foram realizadas as seguintes
andlises: contagem total de bactérias mesofilos e psicrotroficos, determinacdo do
Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais, contagem de Staphylococcus
aureus e perfil de susceptibilidade a antimicrobianos das cepas de Escherichia coli
isoladas dessas carnes. Nos resultados obtidos, das nove amostras de carne de
frango analisadas, 33,33% (3/9) obtiveram contagem de meséfilos 21,0x108 UFC/g,
sendo classificadas, de acordo com a legislacdo brasileira, como improprias para
consumo. Além disso, 33,33% (3/9) apresentaram elevada contagem de psicrotroficos
(22,11x107 UFC/qg), 22,22% (2/9) apresentaram elevada enumeracédo de coliformes
totais (1,0x10% NMP/qg) e 66,67% (6/9) obtiveram contagens de S. aureus entre 1,0x103
e 1,0x10* UFC/g, sendo considerado um valor alto. Das 18 cepas de E. coli
analisadas, observou-se que o maior perfil de resisténcia foi aos [-lactamicos
(cefalosporinas de 32 geracédo), com resisténcia de 44,44% para Ceftazidima e 66,67%
para Cefotaxima. O antimicrobiano que apresentou maior sensibilidade foi o Imipenem
(94,44%). E 61,11% das cepas de E. coli (11 cepas) classificaram-se como
multirresistentes, ou seja, cepas resistentes a trés ou mais classes de antimicrobianos.
Sendo assim, as cepas de E. coli apresentaram uma taxa consideravel de resisténcia
a diferentes classes de antimicrobianos, o que ressalta a preocupagcdo com o
desenvolvimento e disseminacéo da resisténcia antimicrobiana na cadeia alimentar e

a potencial implicacdo na saude humana.

Palavras-chave: carne de frango, contagem de mesofilos, Staphylococcus aureus,

Escherichia coli.



ABSTRACT

The significant increase in chicken meat consumption in Brazil can be attributed to its
nutritional quality, ease of preparation, wide availability, and affordable cost, making it
a popular and viable option for healthy nutrition. However, this increase in chicken
meat consumption raises concerns regarding product quality assurance and food
safety, due to the association between animal foods and outbreaks of water and
foodborne diseases. Thus, in this study, nine samples of chilled chicken sold in the
Federal District were analyzed, where the following analyzes were performed: total
count of mesophiles and psychrotrophic, determination of the Most Probable Number
(MPN) of total coliforms, Staphylococcus aureus count and susceptibility profile to
antimicrobials of Escherichia coli strains isolated from these meats. In the results
obtained, of the 9 samples of chicken meat analyzed, 33.33% (3/9) had mesophilic
counts 21.0x108 CFU/g, being classified, according to Brazilian legislation, as unfit for
consumption. In addition, 33.33% (3/9) had high psychrotrophic counts (=2,11,107
CFU/g), 22.22% (2/9) had high counts of total coliforms (1.0x10° MPN/g) and 66 .67%
(6/9) had S. aureus counts between 1.0x10% and 1.0x10* CFU/g. Of the 18 strains of
E. coli analyzed, it was observed that the highest profile of resistance was to 3 -lactams
(3rd generation cephalosporins), with resistance of 44.44% to Ceftazidime and 66.67%
to Cefotaxime. The antimicrobial that showed the greatest sensitivity was Imipenem
(94.44%). And 61.11% of the E. coli strains (11 strains) were classified as
multiresistant, that is, strains resistant to three or more classes of antimicrobials. Thus,
E. coli strains showed a considerable rate of resistance to different classes of
antimicrobials, which highlights the concern with the development and dissemination
of antimicrobial resistance in the food chain and the potential implication in human
health.

Keywords: chicken meat, mesophilic counts, Staphylococcus aureus, Escherichia

coli.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, o consumo de carne de frango no Brasil registrou um aumento
significativo, superando as carnes suinas e bovinas. Isso pode ser atribuido a
disponibilidade e custo acessivel, além da qualidade nutricional e facilidade de
preparo (EMBRAPA, 2017). Em 2020 a carne de frango foi a proteina animal mais
consumida no Brasil, alcancando um consumo per capita de 45,27 kg/hab (ABPA,
2021).

Nos ultimos anos, a avicultura brasileira obteve um notavel crescimento,
desempenhando um papel significativo nas exportacdes do setor agropecuario € no
desenvolvimento econémico do pais (ABPA, 2017). Com o avanc¢o na producao de
carne de frango, surgem preocupacfes quanto a garantia na qualidade do produto
(GARCIA et al., 2017; RODRIGUES et al. 2018).

Os alimentos de origem animal estdo amplamente relacionados aos surtos de
Doencas de Transmissdo Hidrica e Alimentar (MINISTERIO DA SAUDE, 2019). No
Brasil os cinco principais causadores de surtos alimentares no periodo entre 2009 e
2018 foram Escherichia coli (23,4%), Salmonella spp. (11,3%), Staphylococcus aureus
(9,4%), bactérias do grupo coliformes (6,5%) e norovirus (3,9%) (MINISTERIO DA
SAUDE, 2018).

Para carnes de frango (crua, resfriada ou congelada) a contagem de bactérias
mesdfilas = 1,0x108 UFC/g é classificada como qualidade inaceitavel (BRASIL, 2022).
A contagem de bactérias mesdfilas é o método comumente empregado como
indicador geral de qualidade em alimentos e fornece informacdes sobre condicbes de
processamento, manipulagdo e vida util de prateleira (SILVA, 2017).

Ja para contagem de bactérias psicrotroficas, a legislacdo brasileira ndo
estabelece parametros. A alta concentracdo dessas bactérias pode comprometer a
vida util da carne de frango, que acaba se deteriorando e tendo odores e sabores
desagradaveis, mesmo em condi¢cbes de armazenamento refrigerado, com variacéo
de 0 e 7° C (CARRIZOSA et al., 2017).

Uma importante ferramenta para avaliar as condi¢gdes higiénicas dos alimentos
€ a contagem de coliformes totais, pois sua elevada enumeracao revela possiveis
contaminacgdes resultantes de falhas no processamento, limpeza inadequada ou

tratamento térmico insuficiente. Esses resultados destacam a necessidade de praticas
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adequadas de higiene e sanitizacdo durante o processo de alimentos, a fim de atender
aos padrbes de qualidade requeridos (ANDRADE, 2014).

A bactéria Staphylococcus aureus é transmitida para os alimentos pelo contato
humano e de condi¢bes de higiene inadequadas, o que a torna um indicativo de falhas
nas Boas Praticas de Fabricacdo. Além disso, ha risco de contaminacdes cruzadas
ao entrar em contato com equipamentos, utensilios e matérias-primas. Ao ingerir
alimentos com presenca excessiva dessa bactéria, pode ocorrer a intoxicacdo
estafilocOcica, pois os alimentos podem conter as enterotoxinas estafilocécicas
termoestaveis pré-formadas. Logo, contagens altas desses microrganismos
representam alerta para riscos sanitarios (MENEZES et al., 2018; MONTEZANI et al.,
2018).

Escherichia coli € uma bactéria comumente encontrada na microbiota natural
do trato gastrointestinal de humanos e animais (JNANI; RAY, 2022). Em aves,
algumas cepas de E. coli sédo conhecidas por serem patogénicas, sendo responsaveis
por causar colibacilose, o que gera significativas perdas econémicas na industria
avicola (GHUNAIM; ABU-MADI; KARIYAWASAM, 2014). O uso incorreto de
antimicrobianos na avicultura, devido as frequentes infeccfes por E. coli, fez surgir
linhagens resistentes trazendo graves consequéncias a industria avicola mundial e a
salude da populacdo consumidora, devido a possibilidade de transferéncia horizontal
de genes de resisténcia entre cepas de E. coli comensais e patogénicas (SARAIVA et
al., 2022).
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2 REVISAO DE LITERATURA

Qualidade e contaminagao microbioldgica da carne de frango

A carne é reconhecida por ser uma importante fonte de proteina devido as suas
caracteristicas nutricionais. A carne de frango possui alto teor em proteinas e
aminoacidos essenciais, baixa proporcdo de carboidratos e € uma O6tima fonte de
vitaminas do complexo B. Ao comparada com outras carnes, como a suina e a bovina,
a carne de frango apresenta menor teor de gordura total, gordura saturada e
colesterol, garantindo um lugar de destaque na dieta humana (SAENGPHOL; PIRAK,
2018).

A carne de frango é amplamente disponibilizada no mercado e possui um preco
acessivel. Porém, sua composicao oferece condicfes favoraveis para o crescimento
de microrganismos deteriorantes e patdégenos relacionados a contaminacéao alimentar.
A prevaléncia desses de microrganismos favorece sua deterioracdo, o que acarreta
prejuizos financeiros para os produtores e, também, implica riscos a saude de quem
a consome (DEMIRARSLAN; ALASALVAR, 2020; RAEISI et al., 2016).

ApOs o0 processo de abate, as carcacas de frango estdo suscetiveis a
contaminacao microbiolégica, seja pela microbiota prépria animal, pelo manipulador
(contaminacdo microbiolégica proveniente da cavidade nasal, boca, pele e trato
gastrointestinal), ou pelo ambiente do matadouro (superficies de equipamentos e
agua). Enquanto as bactérias estdo principalmente presentes na superficie da carne
fresca, nos cortes processados elas podem migrar para o interior dos muasculos. A
contaminagado cruzada entre carcagas ou cortes pode ocorrer por meio de contato
direto ou contato com superficies previamente contaminadas. Como resultado, é
comum encontrar niveis mais elevados de bactérias em cortes processados em
comparacao com as carcacgas de frango (CINTRA et al., 2016; ROUGER et al., 2017).

A reproducdo de microrganismos nos alimentos é influenciada por fatores
externos e internos. Portanto, é necessario adotar uma série de regulamentos e
praticas nas industrias de abate e producdo de frangos de corte para reduzir a
contaminacgao das carcacas (SILVEIRA et al., 2019). A legislagéo brasileira estabelece
padrdes microbioldgicos para carne de frangos refrigerados ou congelados, a favor de
de garantir a seguranca de quem os consome. Esses padrdes incluem critérios como

contagem minimas e maximas para aerobios mesdfilos, E. coli, Salmonella Enteritidis
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e Salmonella Typimurium, com intuito de assegurar a qualidade higiénica do produto

e prevenir riscos a saude relacionados a contaminacao bacteriana (BRASIL, 2022).

Microrganismos encontrados na carne de frangos

Contagem de bactérias aerdbias mesofilas

A contagem total de bactérias mesofilas em placas, também denominada
Contagem Padrdo em Placas, € o método mais utilizado como indicador geral de
populacdes bacterianas em alimentos. Trata-se de uma contagem genérica para
microrganismos que crescem aerobiamente ou facultativamente em temperaturas que
variam entre 15 e 45° C. N&o diferencia tipos de bactéria, sendo utilizada para se obter
informacdes gerais sobre a qualidade de produtos e vida de prateleira. Ndo é um
indicador de seguranca, pois ndo esta diretamente relacionado a presenca de
patébgenos ou toxinas. Porém, a contagem elevada de mesodfilos indica condicdes
favoraveis para multiplicacdo de patégenos (FILHO et al., 2015; SILVA et al., 2017;
RYSER; SCHUMAN, 2015).

O grupo dos aerdbios mesdfilos € composto por microrganismos da familia
Enterobacteriaceae, além de representantes dos géneros Bacillus, Streptococcus,
Clostridium e Corynebacterium. Algumas bactérias patogénicas encontradas em
alimentos pertencem a esse grupo, e uma alta contagem desse grupo indica
desinfeccao, limpeza e temperatura inadequadas durante a cadeia produtiva (PRADO
et al., 2019).

Bactérias psicrotréficas

Apesar da legislacdo brasileira ndo determinar limites para contagem de
bactérias psicotroficas (BRASIL, 2022), esse grupo desempenha um importante papel
na deterioracdo e producdo de odores e sabores desagradaveis em alimentos,
sobretudo na carne de frango (CARRIZOSA et al., 2017).

Os microrganismos psicrotroficos apresentam 6timo crescimento em
temperaturas acima de 20°C, mas conseguem se multiplicar sob baixas temperaturas
de 0 a 7°C. S&o definidos como microrganismos capazes de produzir crescimento

visivel em 7°C no prazo de 7 a 10 dias. Os psicrotroficos sdo um subgrupo dos
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mesofilos, pois conseguem se multiplicar em alimentos refrigerados, mas crescem
melhor nas temperaturas da faixa mesofila (SILVA et al., 2017).

As principais bactérias psicrotroficas estdo distribuidas em varios géneros,
incluindo cocos e bastonetes, esporogénicos e nao esporogénicos, aerébios e
anaerobios. As mais comuns em alimentos séo espécies dos géneros Acinetobacter,
Clostridium, Corynebacterium, Escherichia, Flavobacterium, Klebsiella,
Pseudomonas, Psychrobacter, Serratia, Shewanella, Streptococcus e Weissella.
Sendo mais comuns em carnes de frangos, os psicrotréficos mais deteriorantes séo

Acinetobacter, Pseudomonas e Psychrobacter (SILVA et al., 2017).

Coliformes Totais

Os microrganismos pertencentes ao grupo dos coliformes fazem parte de um
subgrupo da familia Enterobacteriaceae. Inclui apenas enterobactérias capazes de
fermentar a lactose com producédo de gas a 35°C. Mais de 20 espécies se encaixam
nessa definicdo, encontrando-se, portanto, bactérias originarias de trato
gastrointestinal de humanos e animais endotérmicos, como a E. coli, e, também
bactérias ndo entéricas, como espécies de Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella e
Serratia, entre outras (SILVA et al., 2017).

Os coliformes totais sao utilizados para avaliar condi¢bes sanitarias dos
alimentos, sendo que contagens elevadas indicam contaminacdo apdés
processamento, inadequada higieniza¢do do ambiente e dos funcionarios, bem como
tratamentos térmicos ineficazes (ANDRADE, 2014).

A legislacao brasileira vigente (BRASIL, 2022) n&o estabelece parametros para

enumeragéao de coliformes totais em carnes de frangos.

Staphylococcus aureus

S.aureus sao cocos Gram-positivos (Figura 1), pertencentes a familia
Staphylococcaceae, mesodfilos, anaerdbios facultativos e catalase positiva. E uma
bactéria de grande relevancia em microbiologia de alimentos, pois frequentemente é
associada a intoxicacbes alimentares, devido sua capacidade de producdo de
enterotoxinas. A intoxicagdo ocorre quando o alimento contaminado, contendo as

enterotoxinas pré-formadas, é ingerido. Essas toxinas sao produzidas dentro de uma
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faixa de temperatura que varia de 10 a 46°C, com um intervalo ideal entre 40 e 45°C,

sendo caracterizadas como termorresistentes (CRUZ, 2018).

Figura 1: Imagem microscopica eletrénica de varredura sob ampliacao de
10.000X de Staphylococcus aureus: Observam-se 0s cocos que se
assemelham a “cachos de uvas”

1 2 o
Fonte: MATTHEW, 2001

S. aureus € classificada pela International Comission on Microbiological
Specifications for Foods (ICMSF, 2002), no grupo de risco Ill, que inclui as doencas
de perigo moderado, tendo curta duracdo e sem ameaca de morte ou sequelas,
possuindo sintomas autolimitados, mas que causam severo desconforto (SILVA et al.,
2017).

Os humanos e os animais sédo 0s principais reservatorios de S. aureus, da qual
as fossas nasais e a cavidade orofaringea sao o habitat primario da bactéria, podendo
também, estar presente na epiderme e em les6es da mucosa e do epitélio (CRUZ,
2018). Por meio de praticas de manipulacdo inadequadas e nao higiénicas, 0s
microrganismos podem ser transferidos e contaminar os cortes de frangos e suas
carcacas. Essa transferéncia ocorre atraveés de 6rgdos como o nariz, maos, garganta,
intestino e de lesbes cutaneas inflamatérias do manipulador. Caso a carne seja
mantida em condi¢des insatisfatorias de conservacgdo, a carga inicial de S. aureus
pode se multiplicar e produzir toxinas termoestaveis, as quais sdo responsaveis por
surtos de intoxicagdo em seres humanos (MONTEZANI et al., 2018).

Os sintomas provocados pela intoxicacdo alimentar estafilococica ocorrem

quando ha ingestado de uma dose menor que 1ug de enteroxina, e essa quantidade &
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alcancada quando a populacédo de S. aureus possui valores acima de 108 UFC/g de
alimento. Em individuos imunossuprimidos, a ingestdo de 100 a 200 ng de enteroxina
pode causar sintomas (SILVA et al., 2017).

No momento da analise, a contagem de S. aureus pode ndo ser alta,
principalmente se os alimentos passaram por algum tratamento destrutivo para as
células, porém ainda podem conter enterotoxinas biologicamente ativas (SILVA et al.,
2017). Por serem termorresistentes, as enteroxinas estafilococicas suportam
temperaturas de até 100°C por 30 minutos, e ndo sdo degradadas pelas enzimas
gastricas e do jejuno. Portanto, o aquecimento pode eliminar as bactérias, mas nao
as toxinas, levando ao inicio da doenca de forma célere (CDC, 2018; MURRAY et al.,
2017; SILVA et al., 2017).

Os sinais da intoxicacdo alimentar estafilococica geralmente surgem
repentinamente, com o aparecimento subito de nauseas e vomitos intensos em um
periodo que varia de 30 minutos a 8 horas apds a ingestao do alimento contaminado.
Outros sintomas incluem coélicas abdominais, diarreia e, as vezes, dor de cabeca e
febre. A perda significativa de liquidos e eletrélitos pode causar fraqueza e pressao
arterial extremamente baixa (choque) (GOTFRIED, 2021).

A legislacédo brasileira em vigor (BRASIL, 2022) estabelece parametros de
contagem para S. aureus apenas para carnes de frangos na categoria
semielaborados, temperados ou ndo, empanados refrigerados ou congelados, com
contagem maxima de 1,0x10% UFC/g. E para produtos cozidos inteiros ou em cortes,
defumados ou ndo, embutidos ou ndo (mortadela, salsicha, presunto, fiambre, patés)

estabelece-se a contagem maxima de 1,0x10% UFC/g.

Escherichia coli

E. coli sdo bacilos Gram-negativos (Figura 2) que pertencem a familia
Enterobacteriaceae. Sdo anaerdbicos facultativos, ndo produtores de esporos, podem
ser imoveis ou moveis por flagelos. A presenca de fimbrias desempenha um papel
importante na viruléncia da bactéria. A deteccdo de E. coli em alimentos € um
indicativo de contaminacdo fecal, uma vez que essa bactéria € amplamente
encontrada no trato gastrointestinal de humanos e animais endotérmicos (FRANCA,

2018).
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Figura 2: Micrografia eletronica de varredura colorida da bactéria Gram-negativa
em forma de bastonete Escherichia coli, comumente conhecida como E. coli
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Fonte: STEVE, 20109.

Os estudos sobre as cepas patogénicas de E. coli mostraram que estas
possuem mecanismos de viruléncia especificos. Com base nestes fatores de
viruléncia, mecanismo de ac¢ao e patogenicidade essas cepas foram classificadas em
patétipos: enteropatogénicos (EPEC), enterotoxigénicos (ETEC), enteroinvasivos
(EIEC), enterohemorragicos (EHEC), enteroagregativos (EAEC), difuso-aderentes
(DAEC), uropatogénicos (UPEC), meningite neonatal (MNEC) e patogénicos para
aves (APEC). Os patotipos EPEC, ETEC, EIEC, EHEC, EAEC e DAEC sao
patogénicos intestinais ou diarreiogénicos e os patétipos UPEC, MNEC e APEC séo
patogénicos extraintestinais (EXPEC) (CUNHA et al., 2013).

As doencas causadas por essas cepas patogénicas de E. coli sdo veiculadas
por alimentos e classificadas pela ICMSF (2002) no grupo de risco IA, onde inclui as
doencas de perigo severo para populacdo em geral, com riscos de mortes, sequelas
cronicas ou de longa duragéo (SILVA et al., 2017).

Colibacilose aviaria

A colibacilose é uma infeccdo localizada ou sistémica causada pela E. coli
Patogénica Aviaria — APEC (Avian Pathogenic Escherichia coli). E uma doenca de
grande relevancia econémica na avicultura mundial por ser uma das principais causas
de queda na produtividade, custos com tratamento e condenacdo de carcacas de
aves. O periodo de incubacéo varia de 12 a 72 horas. A taxa de morbidade varia, e a
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mortalidade € de, aproximadamente, 5 a 20%, com pico de mortalidade ocorrendo
cinco dias ap6és o inicio da doenca (BRAGA et al., 2015).

O trato respiratorio superior € a principal porta de entrada para a APEC. As
fimbrias vao aderindo as células ciliadas do epitélio da traqueia e faringe, ocorrendo
a multiplicacdo nestes tecidos, onde, posteriormente, cai na corrente sanguinea
(coliptcemia), disseminando e causando lesdes nos sacos aéreos e outros tecidos,
como: figado (peri-hepatite), coragcdo (pericardite), pulméo, provocando patogenias
nas aves (CARMAGOS, 2019).

O controle da colibacilose aviaria implica em intervencées de manejo, controle
de infeccdes e estratégias de vacinagdes. Diversos tipos de agentes antimicrobianos
sdo empregados no tratamento da colibacilose aviaria: B-lactamicos (penicilinas,
cefalosporinas), aminoglicosideos, tetraciclinas e fluoroquinolonas (LANDONI et al.,
2015). A utilizacdo frequente de agentes antimicrobianos resulta em uma pressao
seletiva que favorece o desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana em cepas
APEC (ZAKER!I et al., 2012).

Embora a APEC nédo seja patogénica para os seres humanos, ela pode
desempenhar um papel significativo na disseminacdo de genes de viruléncia e
resisténcia bacteriana. Uma vez que, existe a possibilidade de que aves comerciais
desempenhem um papel como fonte e reservatério de Escherichia coli contendo
genes de viruléncia e resisténcia. Hip6tese da qual tem sido considerada com base
em estudos comparativos da APEC com E. coli isoladas de diversas amostras clinicas
humanas (BRAGA et al., 2015; CUNHA et al., 2013).

Resisténcia antimicrobiana

A producdao industrial contemporanea se baseia na prevencao de doencas, o
gue torna algumas medidas sanitarias essenciais. Atualmente, no Brasil, a criacao de
aves depende do uso substancial de antimicrobianos para promover o crescimento,
tratar e prevenir doencas. Essa situacdo é semelhante em outros importantes
produtores mundiais, como os Estados Unidos e a China. No entanto, o uso de
antimicrobianos na industria animal pode estar associado a selecdo e disseminacao
de bactérias resistentes (CUNHA, 2018).
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Um dos principais mecanismos conhecidos responsaveis pelo desenvolvimento
de resisténcia aos antimicrobianos € a ocorréncia de mutacdes nos genes do
microrganismo ou aquisi¢cao de genes de resisténcia provenientes de outras bactérias,
tanto da mesma espécie quanto de espécies diferentes, através de mutacdo ou
conjugacao. Geralmente, a resisténcia por mutacéao resulta em alteracdes no local de
acao do antimicrobiano, enquanto a resisténcia por aquisicao de genes de resisténcia
frequentemente envolve a destrui¢io ou inativagdo do antimicrobiano (ALOS, 2015).

A resisténcia antimicrobiana evolui principalmente através da troca de
elementos genéticos moveis entre bactérias, como plasmideos e transposons. Essas
estruturas desempenham um papel fundamental na disseminacdo da resisténcia
antimicrobiana, sendo impulsionada pelo uso excessivo de agentes antimicrobianos
(CUNHA, 2018).

A presenca de cepas de E. coli que sao resistentes a antimicrobianos é uma
guestao de saude publica preocupante, pois essas cepas tém a capacidade de serem
transmitidas aos seres humanos através da cadeia alimentar ou por meio do contato
direto com aves infectadas. Além disso, E. coli resistente pode desempenhar um papel
na disseminacdo de genes de resisténcia antimicrobiana para outros patdgenos
(IBRAHIM et al., 2019).



22

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
O trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade microbiolégica de carnes de
frango resfriadas comercializadas no Distrito Federal e realizar testes de suscetibilidade
antimicrobiana das cepas de E. coli isoladas das carnes de frango.
3.2 Objetivos especificos
e Realizar as andlises bacteriologicas: contagem total dos microrganismos mesofilos e
psicrotréficos determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e

decoliformes termotolerantes, pesquisa de E. coli e contagem de S. aureus

e Realizar testes de suscetibilidade antimicrobiana das cepas de E. coli isoladas das

carnes de frango utilizando o método de disco-difusdo (Kirby-Bauer).
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4 JUSTIFICATIVA

O consumo no Brasil de carne de frango tem aumentado nas ultimas décadas em
funcdo do seu alto valor nutritivo e de seu custo acessivel, quando comparado a outras
carnes. Com o consumo de carne de frango aumentando, cresce também a
preocupacdo com o controle de qualidade dessa carne. Alguns microrganismos que
podem ser veiculados por este alimento causam preocupacdo pelo potencial de
causar doencas transmitidas por alimentos. Dessa forma, estudos da qualidade
microbiolégica e da incidéncia de microrganismos potencialmente patogénicos tém
importancia para a saude publica e permitem determinar se a carne de frango resfriada
e exposta ao consumo em supermercados da cidade de Brasilia e regido apresenta

seguranca alimentar.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Coleta das amostras

As 9 amostras de carne de frango (peito, coxa e outros cortes) embaladas em
bandejas e expostas ao consumo nos balcdes refrigerados foram coletadas em
diferentes estabelecimentos comerciais como supermercados e padarias do Distrito
Federal. Todas as amostras foram transportadas resfriadas dos locais de estudo para
o laboratério no tempo de 30 a 50 minutos. No prazo maximo de 1 hora apés a coleta
foram iniciadas as analises microbiolégicas. As amostras foram analisadas em

duplicata e os resultados expressos como média.

5.2 Andlises microbiologicas

Para o preparo das amostras, foram pesadas, assepticamente, 25 g de cada
amostra e diluidas em 225 mL de agua peptonada 0,1% (p/v). Para a contagem total
de bactérias mesofilas e psicrotroficas, as diluicbes de cada amostra foram semeadas,
pelo método de superficie, em placas de Petri contendo o meio de cultivo Agar Padr&o
para Contagem. As placas foram incubadas a 37°C por 24 h para bactérias mesoéfilas
e a 7°C % 1°C por 7 dias para bactérias psicrotroficas. Os resultados obtidos foram
expressos em média de UFC/g ou log UFC/g.

Para a determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e
termotolerantes as amostras foram analisadas conforme a técnica de tubos multiplos,
iniciando-se com o teste presuntivo, que consiste na inoculacao de cada diluicdo das
amostras em caldo Lauril Sulfato Triptose. Os tubos foram incubados a 37°C por 24
h. A positividade do teste caracteriza-se pela turvacdo do caldo com a producao de
gas nos tubos de Durham. Aliquotas dos tubos positivos no teste presuntivo foram
inoculadas em tubos de ensaio contendo caldo verde brilhante bile lactose a 2% (para
a confirmacéo de coliformes totais) e caldo Escherichia coli (para a confirmacdo de
coliformes termotolerantes) (Figura 3). Os tubos foram incubados em estufa
bacteriol6gica a 37°C por 24 h para o teste de coliformes totais e em banho-maria a
45°C por 24 h para o teste de coliformes termotolerantes. Os resultados obtidos foram
expressos em NMP/g ou log NMP/g.
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Figura 3: Tubos de ensaios contendo caldo verde brilhante demonstrando
turvacdo e producéo de gas das amostras inoculadas.

Fonte: Autoria prépria.

Para a contagem de S. aureus, as diluicbes das amostras foram semeadas,
pelo método de superficie, em placas de Petri contendo o meio de cultivo Agar Padréo
para Contagem suplementado com cloreto de sodio 6% (p/v). As placas foram
incubadas a 37°C por 48 horas. As coldnias suspeitas de S. aureus foram isoladas em
tubos de Agar Sal Manitol. Para a confirmagdo de S. aureus, as colonias
fermentadoras de manitol foram submetidas a coloracdo de Gram e a prova da
coagulase, realizada conforme recomendagbes do fabricante (Coaguloplasma
LABORCLIN®) (Figura 4). Os resultados obtidos foram expressos em média de UFC/g
ou log UFC/g.

Figura 4: Provas para identificacdo de Staphylococcus aureus.

(a): Crescimento de coldnias suspeitas de S. aureus em meio de cultivo Agar Padr&o para Contagem
suplementado com cloreto de sédio 6%. (b): Tubo contendo Agar Sal Manitol, com coloracdo amarelada
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devido a fermentac¢@o do manitol e possivel presenca de S. aureus. (c): Frasco de coaguloplasma -
LABORCLIN®
Fonte: (a) e (c): Autoria prépria. (b): LEITE, 2008. Adaptado.

Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos

A susceptibilidade das cepas E. coli aos antimicrobianos foi avaliada pela
técnica de disco difuséo (Figura 5), utilizando protocolo recomendado pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2019). As zonas de inibicdo foram medidas e
classificadas como sensivel, intermediario e resistente de acordo com recomendacdes
do CLSI (2019). Os antimicrobianos e as concentracdes em microgramas testados
foram: amoxacilina com acido clavulanico (10 ug) (B-lactamico/penicilina), ceftazidima
(30 pg) (B-lactamico/cefalosporina), cefotaxima (30 pg) (B-lactamico/cefalosporina),
gentamicina (10 pg) (aminoglicosideo), cloranfenicol (30 pg) (fenicol), imipenem (10
MQ) (B-lactamico/carbapenem), tetraciclina (30 pg) (tetraciciclina), ciprofloxacina (5 pg)
(quinolona) e sulfonamida (300 pg) (sulfonamida) (NEWPROV®).

Figura 5: Teste de sensibilidade a antimicrobianos

Fonte: Autoria propria.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Contagem total de bactérias mesoéfilas e psicrotroficas

A Tabela 1 e a Figura 6 apresentam os resultados das analises microbiolégicas
de contagem total de bactérias mesdfilas e psicotroficas das amostras de carnes de
frango resfriadas comercializadas no Distrito Federal. Os resultados foram expressos
como valores de média de medidas em duplicata.

Tabela 1 — Resultados das anélises microbiol6gicas de contagem de bactérias
mesofilas e psicrotroficas das amostras de carnes de frango

Bactérias Bactérias
Amostras Cortes nZSIS:%f/Iglg?S pS|E:Lr“c;tcr:g;cas

1 Coxa/sobrecoxa 1,09x108 2,12x108
2 Coxinha da asa 1,88x10° 3,94x106
3 Coxinha da asa 6,83x10* 6,00x10°
4 Peito 9,25x10° 1,10x108
5 Coxinha da asa 1,74x10° 3,10x107
6 Peito 1,67x106 2,11x107
7 Coxa/sobrecoxa 1,25x10° 2,60x10°
8 Peito 1,34x10° 2,86x106
9 Peito 2,25x10° 2,67x106
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Figura 6: Crescimento de bactérias mesdfilas e psicotroficas em meio PCA -
Agar Padrao para Contagem

(a): crescimento de bactérias mesofilas em 24 h de incubacéo a 37°C; (b): crescimento de bactérias
psicrotroficas apés 7 dias em geladeira.
Fonte: Autoria prépria

No Brasil, a legislacdo estabelece diretrizes microbiologicas para carnes de aves
cruas, resfriadas ou congeladas. Essas diretrizes determinam que a contagem de
bactérias mesdfilas de 1,0x10° UFC/g é considerada uma qualidade intermediaria,
enquanto a contagem igual ou superior a 1,0x108 UFC/g é classificada como qualidade
inaceitavel (BRASIL, 2022). Sendo assim, das nove amostras analisadas neste
estudo, 66,67% (6/9) obtiveram contagem de mesofilos < 1,0x10° UFC/g — limite
aceitavel para consumo, e 33,33% (3/9) obtiveram contagem de meséfilos 21,0x108
UFC/g — improprias para consumo. Lozano et al. (2021) obtiveram resultados
semelhantes e relataram que apds analise de cinco amostras de frangos obtidas em
diferentes supermercados no Estado de S&o Paulo, trés amostras (60%) tiveram
contagem de mesofilos < 3,5x10° UFC/g (limite aceitavel) e duas amostras (40%)
tiveram contagem de meso6filos entre 4,4x10° e 4,5x107 UFC/g (improprias para
consumo). Esmerino et al. (2010) avaliaram carnes de frango comercializadas no
municipio de Ponta Grossa — Parana, e das 10 amostras analisadas, todas obtiveram
contagem de mesoéfilos < 1,0x10* UFC/g, portanto, dentro do limite aceitavel para
consumo.

A carne de frango possui uma vida util limitada devido a acdo das bactérias
psicrotroficas, que quando em quantidades elevadas sdo capazes de causar
deterioragdo, mesmo quando a carne esta armazenada em condi¢des corretas de

refrigeracdo (CARRIZOSA et al.,, 2017). Segundo a International Comission on
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Microbiological Specifications for Foods (ICMSF, 1986), € recomendado uma
contagem maxima de 1,0 x 107 UFC/g de bactérias totais para alimentos em geral (o
que abrange tanto as bactérias mesdfilas quanto as bactérias psicrotroficas). No
nosso estudo, das nove amostras analisadas, 33,33% (3/9) obtiveram contagem =
2,11x107 UFC/g. Sheir et al. (2020) analisaram 100 amostras de produtos a base de
carne de frango, e obtiveram contagens de psicotréficos entre 2,9x10° e 4,6x10°
UFC/g. Rossa et al. (2013) avaliaram 50 carcacas de frangos, sendo 25 provenientes
de sistema de producdo organico e 25 de sistema de produgdo convencional.
Obtiveram contagens médias de psicotréficos de 4,1x10* UFC/g para frangos
organicos e 2,5x10* UFC/g para frangos convencionais. Ambas as amostras estavam

dentro do limite aceitavel para consumo.

6.2 Determinagdo do numero mais provavel de coliformes totais

No Brasil, ndo ha definicbes especifica na legislacdo (BRASIL, 2022) dos
valores microbiolégicos aceitdveis para coliformes totais na carne de frango.
Entretanto a sua determinacdo € considera um indicador atil para avaliacdo das
condicBes higiénicos-sanitarias dos cortes de frango, indicando falhas higiénicas ao
longo do processamento e armazenamento do produto (ANDRADE, 2014). Neste
estudo, das nove amostras avaliadas, 22,22% (2/9) apresentaram elevada
enumeracéo de coliformes totais de 1,0x10% NMP/g (Tabela 2).

Tabela 2 — Resultados da determinacdo do Numero Mais Provavel de Coliformes
totais das amostras de carnes de frango

Coliformes totais

Amostras Cortes (NMP/9)
1 Coxa/sobrecoxa 2,48x10?
2 Coxinha da asa 1,10x10°
3 Coxinha da asa 2,70x10!
4 Peito 3,60x10*
5 Coxinha da asa 1,10x10°
6 Peito 9,30x101
7 Coxa/sobrecoxa 1,60x10*%
8 Peito 0,74x10*
9 Peito 1,10x10*%
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Outros estudos reportaram resultados mais elevados para a enumeracao de
coliformes totais em carnes de frango. Chidi et al. (2022) observaram valores médios
de 1,0x10% NMP/g a 6,3x10% NMP/g de coliformes totais em amostras de frango
congeladas comercializadas nas capitais dos estados do sudeste da Nigéria. J&
Andrade (2014) ao avaliar a qualidade microbiologica de peito de frangos submetidas
a diferentes temperaturas do ambiente de processamento, obteve enumeracdo de
coliformes totais entre 1,0x10° e 1,0x10° NMP/g. Melo (2016) ao analisar duas
amostras de carnes de frangos in natura coletadas em dois pontos de comércios no
municipio de Santa Cruz — RN, obteve contagem de coliformes totais entre 2,3x10! e
>1,0x10° NMP/g.

6.3 Contagem de Staphylococcus aureus

Quanto a contagem de S. aureus, a legislacdo em vigor (BRASIL, 2022) exige
somente para os produtos carneos de frango semielaborados, sendo o padrdo de
qualidade intermediario a contagem de S. aureus 2 1,0x102 UFC/g e qualidade
inaceitavel a contagem de S. aureus = 1,0x10* UFC/g. No nosso estudo, das nove
amostras avaliadas, 11,11% (1/9) ndo estava contaminada com S. aureus, 22,22%
(2/9) apresentaram contagens de S. aureus de 3,0x10? e 9,0x102 UFC/g e a maioria
das amostras (66,67%, 6/9) obtiveram contagens de S. aureus entre 1,2x10%e 2,3x10*
UFC/g (Tabela 3).

Tabela 3 — Resultado da contagem de Staphylococcus aureus das amostras
das carnes de frango

S. aureus
Amostras Cortes (UFC/g)
1 Coxa/sobrecoxa ND
2 Coxinha da asa 1,20x103
3 Coxinha da asa 2,28x104
4 Peito 5,70x103
5 Coxinha da asa 9,00x102
6 Peito 3,00x102
7 Coxa/sobrecoxa 3,00x10°3
8 Peito 2,20x103
9 Peito 2,20x103
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Outros estudos também reportaram contaminacéo das carnes de frango com a
bactéria S. aureus. Montezani et al. (2018) ao avaliarem 70 amostras de frangos
congelados e refrigerados em Tup&-SP, obtiveram resultados de 4,2% das amostras
com contagens de S. aureus variando entre 102 e 10* UFC/g. Enquanto Khalafalla et
al. (2019) ao examinarem 10 amostras de filé de frango, constataram valor médio de
S. aureus de 5,0x102 UFC/g. Silva e Mendao (2015) ao analisarem amostras de coxa e
sobrecoxa de frango comercializadas em S&o Paulo, obtiveram elevados valores de
S. aureus que variaram de 1,0x10% a 2,0x10” UFC/g.

6.4 Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das cepas de E. coli isoladas das
amostras de carne de frango

O perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das 18 cepas de E. coli,

isoladas das amostras de carne de frango esta apresentado na Figura 7.

Figura 7: Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das bactérias E. coli
isoladas das amostras de carnes de frango
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Neste estudo, as cepas de E. coli apresentaram maior perfil de resisténcia aos
B -lactdmicos, notadamente a classe das cefalosporinas (32 geragédo), com resisténcia
de 44,44% para Ceftazidima e 66,67% para Cefotaxima. Seguido da Sulfonamida com
66,67% de resisténcia, e Tetraciclina e Ciprofloxacina, ambas com 55,56%. Os

antimicrobianos aos quais as cepas apresentaram maior sensibilidade foram:
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Imipenem (94,44% de cepas sensiveis), Cloranfenicol (88,89% de cepas sensiveis) e
Gentamicina (88,89% de cepas sensiveis).

Cardoso et al. (2019) ao isolarem 76 cepas de E. coli de amostras de frangos
comercializadas no Estado de S&o Paulo, também constataram maior indice de
resisténcia aos B-lactamicos: Amoxicilina (82,8%), seguido por Cefalosporina e
Cefalexina (56,6%). Frigo et al. (2018) ao isolarem cepas de E. coli de 88 amostras
de carnes de frango congeladas e in natura comercializadas na cidade de Chapeco —
SC, obtiveram 39,6% de resisténcia aos B-lactamicos, seguido das Sulfonamidas com
36,9% de resisténcia.

Neste estudo, 67% das cepas de E. coli apresentaram resisténcia a
sulfonamidas. No estudo realizado por Yassin et al. (2017), a resisténcia as
sulfonamidas foi observada em 78,9% das 644 cepas de E. coli encontradas em
amostras de frango. Os resultados ndo sdo surpreendentes, de acordo com 0s
pesquisadores, devido a ampla utlizacdo das sulfonamidas como agentes
antimicrobianos em humanos e animais ao longo de varios anos, o que fez com que
a resisténcia as sulfonamidas se espalhasse extensivamente entre as bactérias.

Apesar da proibicdo do uso de tetraciclina como aditivo em racfes para frangos
de corte no Brasil, as cepas de E. coli do nosso estudo apresentaram uma taxa de
resisténcia de 56%. Em um estudo comparativo conduzido por Rossa et al. (2013),
qgue investigou o perfil de resisténcia de cepas de E. coli isoladas de amostras de
carnes de frango orgénico e convencional, constatou-se que a tetraciclina foi o
antimicrobiano com maior incidéncia de resisténcia, tanto nas amostras de frangos
organicos quanto convencionais.

No presente estudo, das 18 cepas de E. coli analisadas, 2 cepas (11,11%)
mostraram-se sensiveis a todos os antimicrobianos testados, 5 cepas (27,78%)
apresentaram resisténcia a um ou dois tipos de antimicrobianos e 11 cepas (61,11%)
classificaram-se como multirresistentes, ou seja, cepas resistentes a trés ou mais
classes de antimicrobianos, sendo que 7 cepas (38,89%) apresentaram
multirresisténcia a 6 ou 5 dos 9 antimicrobianos testados (Tabela 4).
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Tabela 4 — Porcentagem de cepas de E. coli isoladas das amostras de carnes de
frango com resisténcia aos antimicrobianos testados

NUumero de classes de
antimicrobianos aos quais as cepas Numero de cepas (%)
apresentaram resisténcia
0 (sensivel a todos os
antimicrobianos)

2 (11,11%)
5 (27,78%)

1 03” 2 2 (11,11%)

4 2 (11,11%)

5 5 (27,78%)

5 2 (11,11%)

Cepas multirresistentes (3,4,5 ou 6) 11 (61,11%)
Total 18 (100%)

Zhang et al. (2017) investigaram a resisténcia antimicrobiana em 7.568 cepas
de E. coli isoladas de frangos entre 2008 e 2015 na China. Os resultados revelaram
que 89,2% dessas cepas apresentaram resisténcia a multiplos antimicrobianos. Em
particular, constatou-se que 89,5% das cepas eram resistentes a tetraciclina e 86,4%
eram resistentes as sulfonamidas.

No Brasil, Nepomuceno et al. (2016) avaliaram a susceptibilidade
antimicrobiana de cepas de E. coli isoladas de aves no estado de Tocantins, e
observaram que 30,76% das cepas isoladas apresentaram multirresisténcia aos
antimicrobianos testados. Segundo o0s autores, esses achados evidenciam a
importancia de monitorar os resultados do uso terapéutico de antimicrobianos na
producdo avicola. Em parte, essa necessidade pode ser atribuida a significativa
contribuicdo da avicultura no mercado internacional, especialmente devido ao
crescente aumento do setor brasileiro nas exportagdes de carne.

Korb et al. (2015) constataram multirresisténcia em 81,6% das cepas de E. coli
isoladas de frangos criados em sistemas intensivos no Parana, representando 49 das
60 cepas analisadas. Por outro lado, as cepas de E. coli provenientes de frangos
criados em sistemas de subsisténcia apresentaram uma menor taxa de
multirresisténcia de 46,6% (28 das 60 cepas analisadas). Esses resultados destacam
uma diferenca significativa na resisténcia observada entre os dois grupos de frangos.
E possivel inferir que os frangos criados em sistemas intensivos, onde o uso de
antimicrobianos € mais frequente, exibiram uma resisténcia maior. Portanto, é

importante ressaltar que as praticas avicolas adotadas nos criadouros podem
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influenciar na taxa de resisténcia antimicrobiana de determinadas bactérias, o que
pode explicar as variacdes encontradas em diferentes estudos.

Na tabela 5 estdo apresentados os perfis de multirresisténcia das cepas de E.
coli deste estudo. Foram encontrados 12 perfis de resisténcia, onde cinco cepas
apresentaram o perfil de resisténcia a seis antimicrobianos, quatro cepas
apresentaram perfil de resisténcia a quatro ou cinco antimicrobianos e quatro cepas

apresentaram perfil de resisténcia a dois ou trés antimicrobianos.

Tabela 5 — Perfis de multirresisténcia antimicrobiana das cepas de E. coli
iIsoladas das amostras de carnes de frango

(o]
Perfil Resisténcia N d? . N°decepas**
antimicrobianos

1 CAZ, TET, SUL, CTX, CIP, AMC 6 2
2 CAZ, TET, SUL, CTX, CIP, AMC 6 3
3 TET, GEN, SUL, CTX, CIP 5 2
4 TET, SUL, CTX, CIP 4 1
5 CAZ, TET, SUL, CTX 4 1
6 SUL, CTX, CIP 3 1
7 CAZ, IPM, AMC 3 1
8 TET, SUL 2 1
9 CAZ, CTX 2 1
10 CIP 1 1
11 CTX 1 1
12 SUL 1 1

*NUmero de antimicrobianos aos quais as cepas apresentaram resisténcia; **NUmero de cepas com
perfil de resisténcia; GEN: gentamicina; TET: tetraciclina; AMC: amoxicilina/acido clavulanico, CIP:
ciprofloxacino; CTX: cefotaxima; CAZ: ceftazidima, CLO: cloranfenicol, SUL: sulfonamida.

A utilizacdo indiscriminada dos antimicrobianos resulta em resisténcia
bacteriana, representando um desafio para diversas areas da saude, tanto médica
quanto veterinaria. Essa situacdo tem se agravado ao longo das ultimas décadas
devido a diminuicdo da producado de novos farmacos por parte das industrias, o que
limita as opcdes terapéuticas disponiveis. Como consequéncia, tem havido um
aumento relatado de casos de multirresisténcia nas ultimas duas décadas, levando a
popularizacdo do termo "Superbactéria” para descrever esses microrganismos com
capacidade de resistir a todos ou a maioria dos antimicrobianos mais comumente
utilizados (RIBEIRO et al., 2015).

O Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, em sua normativa de

2003, proibe o uso do cloranfenicol em animais destinados a producao de alimentos
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no Brasil (MAPA, 2003). Sendo interessante notar que, das cepas de E. coli
analisadas, 89% foram sensiveis e 11% intermediarios ao cloranfenicol. Esses
achados fortalecem a concepc¢ao de que a néo utilizagdo de antimicrobianos de forma

indiscriminada desempenha um papel crucial na diminuigéo da resisténcia bacteriana.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados desse estudo é possivel concluir que a maioria das
amostras de carne de frango analisadas apresentaram falhas na qualidade
microbiolégica. Em relacdo a contagem de mesdfilos, observou-se que 33,33% das
amostras se encontraram impréprias para consumo. A legislacdo brasileira nao
estabelece parametros para a contagem de bactérias psicrotréficas, coliformes totais
e S. aureus, porém todas as amostras obtiveram contagem elevada em um ou mais
desses parametros indicadores de qualidade microbiolégica, o que pode representar
riscos para a saude dos consumidores.

Em termos de resisténcia antimicrobiana, constatou-se que as cepas de E. coli
isoladas das amostras de carne de frango apresentaram uma taxa consideravel de
resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos. Esses resultados ressaltam a
preocupacdo com o desenvolvimento e disseminacdo da resisténcia antimicrobiana
na cadeia alimentar e seu potencial implicacdo na saude humana.

Em resumo, os resultados deste estudo evidenciam a importancia da
monitorizacdo da qualidade microbiolégica e da resisténcia antimicrobiana em
alimentos de origem animal, como a carne de frango, destacando a necessidade de
medidas preventivas e estratégias de controle para garantir a seguranca alimentar e

proteger a saude publica.
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ANEXO 1 — Resultados dos antibiogramas das cepas de E. coli isoladas das
amostras de carnes de frango

Cepas de E. coli CLO CAZ TET GEN SUL CTX IPM CIp AMC
1 112.2-2 30 S 19 | 0 R 12 R 0 R 7 R 25 S 9 R 14 |
2 J12.2.1-2 | 28 S 0 R 0 R 15 S 7 R 7 R 27 S 15 R 16 |
3 112.2.2-2 | 24 S 0 R 7 R 17 S 0 R 0 R 32 S 12 R 18 S
4 (J12232 (23| S| O0|R|7|R|2|S|O0O|R|O|R|3|S|9|R|O]|R
5 J12.2.4-2 | 25 S 0 R 0 R 17 S 0 R 0 R 27 S 10 | R 7 R
6 J12.2.5-2 | 30 S 18 | 0 R 17 S 0 R 0 R 30 S 0 R 15 I
7 J13.1-1 26 S 0 R 8 R 18 S 0 R 11 R 32 S 30| S 30 S
8 J13.1--2 32 S 18 | 25 S 24 S 0 R 0 R 30 S 11 R 15 I
9 J13.2-1 14 | 17 R 8 R 24 S 0 R 11 R 32 S 0 R 15 I
10 J14.1-1 25 S 27 S 0 R 24 S 0 R 30 S 32 S 30| S 23 S
11 J14.1-2 25 S 15 R 28 S 18 S 15 | 21 R 26 S 29 | S 19 S
12 J14.1-3 25 S 30 | 54 S 24 S 54 S 31 S 30 S 20| R | 20 S
13 J14.2-1 25 S 26 S 54 S 24 S 54 S 15 R 25 S 26 | S 30 S
14 | J14.2.1-1 | 25 S 26 S 20 S 20 S 0 R 29 S 25 S 30| S 23 S
15 J14.2-1 25 S 25 S 23 S 17 S 22 S 30 S 30 S 25 | 25 S
16 114.2-2 16 | 6 R 15 S 27 S 19 S 25 S 16 R 24 | 6 R
17 J16.2-1 23 S 22 S 6 R 10 R 7 R 16 R 23 S 15 R 15 I
18 J17.2-1 26 S 24 S 25 S 54 S 54 S 54 S 30 S 25 | 17 I

Fonte: Autoria propria



