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RESUMO

Atualmente, tem-se que um dos grandes problemas da populagio mundial ¢ a
contaminag¢do por microrganismos patogénicos, que causam dificuldades nos sistemas de
saude publica e na economia do pais. Além disso, as cepas tém se tornado mais resistentes
devido a diversos fatores, tal como o uso incorreto de antibidticos. O presente estudo
visou identificar cepas de Salmonella spp. em diferentes pontos do abate da ra-touro
(Lithobates catesbeianus) no abatedouro localizado na fazenda experimental do Gloria,
de posse da Universidade Federal de Uberlandia (UFU). Os pontos selecionados foram
apds a insensibilizagdo (A), apds a esfola (B), apds a evisceragao (C) e antes da
embalagem (D). As amostras coletadas foram submetidas ao protocolo de identificagao
de Salmonella spp de acordo com a ISO 6579 e confirmados por PCR utilizando o gene
ompC. Nove isolados puderam ser confirmados nos diferentes pontos e testados quanto a
resisténcia antimicrobiana em 10 antimicrobianos diferentes, sendo encontrada uma
capacidade de resistir a Ampicilina (89% das cepas), Eritromicina (89%), Cefalexina
(56%), Ciprofloxacina (33%), Cefotaxima (22%), Ceftriaxona (11%), assim como
Azitromicina ¢ Neomicina, além do fato de todas as amostras serem sensiveis a
Meropenem e Tobramicina. Feito isso, foi tragado o perfil de resisténcia destas amostras
e percebeu-se que nao houve um padrao definido de susceptibilidade, uma vez que as
cepas responderam de maneira diferentes a cada antimicrobiano, existindo somente um
perfil no qual duas amostras se encaixaram (Perfil H), o que pode ser consequéncia da
coleta de diversos sorotipos de Salmonella. Os resultados indicam presenga de Salmonella
na linha de abate de ra-touro e existéncia de diferentes padrdoes de resisténcia e
multirresisténcia em uma mesma classe de bactéria, o que pode ser problematico para o
tratamento das doengas causadas por ela, uma vez que a Sal/monella ¢ um importante

patdgeno causador de doencas transmitidas por alimentos (DTA).

Palavras-chave:  Antimicrobiano; Multirresisténcia; Saude publica; Sorotipos de

Salmonella; Uberlandia;



ABSTRACT

One of the great problems of the world population today is the contamination by
pathogenic microorganisms that cause problems in the public health systems and the
economy of the country. In addition, strains have become increasingly resistant due to
several factors, such as the misuse of antibiotics. The present study aimed to identify
strains of Salmonella spp. collected from bullfrog (Lithobates catesbeianus) at the
slaughterhouse located at the experimental farm of Gloria, owned by the Federal
University of Uberlandia (UFU). The selected spots were after the desensitization (A),
after skinning (B), after evisceration (C) and before packing (D). The collected samples
were submitted to the identification protocol of Salmonella spp according to ISO 6579
and confirmed by PCR using the ompC gene. A total of 9 isolates could be confirmed at
different sites and tested for antimicrobial resistance in 10 different antimicrobials, and
found an ability to resist Ampicillin (89% of strains), Erythromycin (89%), Cephalexin
(56%), Ciprofloxacin (33%), Cefotaxime (22%), Ceftriaxone (11%), Azithromycin and
Neomycin, and the fact that all samples were sensitive to Meropenem and Tobramycin.
The resistance profile of these samples was drawn and it was noticed that there was no
defined pattern of susceptibility, since the strains responded differently to each
antimicrobial, there being only one profile in which two samples fit (Profile H), which
may be a consequence of the collection of several Salmonella serotypes. The results
indicate the presence of Salmonella in the bullfrog slaughter line and the existence of
different resistance patterns and multirresistance in the same class of bacteria, which may
be problematic for the treatment of the diseases caused by her, since Salmonella is an

important pathogen that causes foodborne illness.

Keywords: Antimicrobial; Multiresistance; Public health; Salmonella serotypes;
Uberlandia.
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1. INTRODUCAO

Os alimentos de origem vegetal ou animal estdo propicios a contaminagdo por
diversos microrganismos que podem ou nao ser patogénicos aos seres humanos que os
consomem. Aqueles que estdo realmente contaminados se tornam um potencial risco ao
consumidor, podendo causar doengas com variavel grau de severidade (MS, 2016).

O termo doenga transmitida por alimentos (DTA) ¢ assim chamado por ser
advindo de infec¢des causadas pela ingestdo de alimentos contaminados por substancias
quimicas ou microrganismos como bactérias, fungos, virus, além de parasitas, entre
outros, que sao patogé€nicos aos seres humanos. Por esta razdo, ¢ considerada um
problema de saide coletiva e com potencial impacto econdmico em um pais (OLIVEIRA,
2015).

Os individuos que contraem alguma doenca de origem alimentar, pelo fato de a
maioria das vezes serem sintomas brandos, decidem ndo consultar o profissional da satide
e isso acaba por nao ser registrado pelo 6rgdo governamental responsavel por este
controle (LANZA, 2017) e mesmo com a consulta do médico o problema nao ¢ sanado.
Por este motivo, o perfil epidemioldgico brasileiro ndo ¢ muito conhecido, estando em
grande parte os dados dependentes da regido e estado do Brasil. As informagdes atuais
disponiveis mostram que os surtos com agentes etiologicos como Salmonella spp.,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus sao os mais frequentes (MS, 2017).

Dentre os alimentos frequentemente envolvidos com os surtos de origem
alimentar estdo as carnes de diversas origens, incluindo a de ra, que possui um grande
valor nutritivo, boa digestibilidade, 6tima aceitagdo quanto a palatabilidade, podendo
facilmente ser uma alternativa a substituir aquelas que ja estdo inseridas na alimentagao
da populagdo como a de frango e bovina. Esta carne, assim como todas as outras, esta
sujeita a diversas fontes de contaminacdo ao longo de sua cadeia produtiva, sendo
necessario para seu controle a adocao de ferramentas como, Boas Praticas de Fabricacao
(BPF) e Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC), que podem mitigar
os riscos de contaminacao do produto (SAMULAK et al., 2011).

Dentre os principais problemas em relagdo as DTAs estdo aqueles causados por
bactérias, dentre elas as do género Salmonella spp., sendo esta doenga conhecida como

salmonelose. Este microrganismo esta presente na microbiota intestinal dos animais, por



isso ¢ tdo frequente a contaminacdao dos produtos de origem animal e o contagio de
individuos por ele (MS, 2011).

Além do problema relacionado exclusivamente com a presenca de patdgenos nos
alimentos, devido a grande frequéncia da automedicacdo com antibidticos existente na
populagdo e uso nas produgdes animais, os microrganismos, vem desenvolvendo elevada
resisténcia aos antimicrobianos (BAHNSON; FEDORKA-CRAY, 1999). Isso resulta em
um grande problema, uma vez que os medicamentos existentes deixam de ter o efeito
desejado nas cepas adaptadas a resistir aos mecanismos dos mesmos, causando doencas
sem métodos eficazes de tratamento.

O presente trabalho visou identificar os perfis de resisténcia das amostras de
Salmonella spp., isoladas do abatedouro de rds da Universidade Federal de Uberlandia,
em Uberlandia, nos diversos pontos de processamento da carcaca, tendo em vista que esta
espécie de bactéria ¢ uma das maiores causadoras de zoonoses graves registradas em todo

mundo, sendo de grande importancia na saude coletiva.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.Ranicultura e producio de carne de ra

A ranicultura no Brasil teve inicio na década de 30 com a espécie Rana catesbeiana
(ra-touro americana), Unica espécie utilizadas pelos ranarios, uma vez que ela se adaptou
perfeitamente as condi¢des climaticas do pais. Segundo dados da literatura, em 1935 foi
fundado o primeiro randrio comercial no Brasil, chamado Ranério Aurora, no municipio
de Itaguai, Rio de Janeiro (CRIBB et al., 2013).

Os tanques de criagdo e alimentagdo das ras eram chamados de tanques multiplos,
oferecendo-se diversos tipos de alimentos, principalmente insetos atraidos por carcagas
em decomposicao, porém esta técnica fazia com que o local ficasse com o aspecto e cheiro
desagradaveis (FERREIRA; PIMENTA; PAIVA NETO, 2002). Com o aperfeicoamento
da ranicultura no Brasil comecaram os sistemas de engorda nomeados de tanque-ilha,
confinamento, anfigranja, gaiolas, ranabox, climatizado e inundado, sendo que um
apanhado das melhores caracteristicas de varios desses ¢ chamado de sistemas hibridos
(FERREIRA et al., 2002).

De sua implementagdo até a atualidade a ranicultura brasileira passou por oscilagdes
como o numero de produtores e alternancia de tecnologias de criacdo. Os ultimos dados
existentes sao de 2002 e dizem que o Brasil contava com aproximadamente 600 ranarios
comerciais, 15 industrias de abate e processamento, 4 cooperativas, 6 associacdes
estaduais e uma associagdo de pesquisadores, nomeada de Associagdo Brasileira de
Estudos Técnicos em Ranicultura (ABETRA) (FERREIRA; PIMENTA; PAIVA NETO,
2002).

Apesar de ndo ter sido atualizada, a producdo brasileira por ultimo estimada girava
em torno de 400 toneladas/ano sendo praticamente toda absorvida pelo mercado interno,
consumidas pela camada de maior renda no pais e vendida como carne exotica nos
restaurantes (FERREIRA; PIMENTA; PAIVA NETO, 2002). Considerando o cenario
atual de producdo e consumo do produto ¢ possivel notar que hd condi¢des de expansdo
para o mercado, mas para isso seriam necessarias varias melhorias nessa area.

O consumo da carne de ra no mundo € muito vasto sendo principalmente consumida
na Asia (Tailandia, China, Indonésia), na Europa (Espanha, Eslovénia, Croacia) ¢ nas
Américas (Estados Unidos, Brasil, México) (COSTA, 2013). A principal motivagdo para

seu consumo sao as caracteristicas nutricionais e o paladar proximo ao da carne de frango



(NEGRINI, 2001). No Brasil o consumo desse produto ndo ¢ elevado ¢ o objetivo
primordial ainda ¢ facilitar o acesso da populacdo a esta carne exdtica (CARRARO,
2008). Anualmente no mundo consomem-se aproximadamente 3,2 bilhdes de cabegas de
rd (COSTA, 2013). A carne de ra-touro possui um 6timo teor proteico, todos aminoacidos
essenciais, baixo teor de sodio, lipideos e calorias, paladar suave, todos acidos graxos
necessarios, boa digestibilidade, sendo recomendada especialmente para criangas e para
pessoas em recuperagdo (LIMA & AGOSTINHO, 1988). Devido a essas caracteristicas
esta carne ¢ um produto nobre capaz de agregar qualidade de vida aos consumidores,
havendo, portanto, justificativas para o maior desenvolvimento da atividade afim de
torna-la cada vez mais vidvel (CARRARO, 2008).

No Brasil, hé a necessidade de melhoria em toda cadeia produtiva das ras inclusive
para maior aceitagdo deste animal na alimentacdo da popula¢do (CRIBB; AFONSO;
MOSTERIO, 2013). Dentre as vantagens da producio dessa espécie estio as
caracteristicas zootécnicas relacionadas a precocidade e prolificidade, sendo que o casal
pode gerar 20.000 descendentes por copula, atingindo seu peso de abate em seis meses.
Além disso, ¢ observado um baixo indice de mortalidade, apresentando resisténcia aos
diferentes tipos de manejos adotados (CRIBB; AFONSO; MOSTERIO, 2013). Por outro
lado, ha também suas desvantagens como a climatizagdo, pois as ras sdo dependentes do
clima para sua reprodugdo, sendo que no inverno esta condicdo ¢ muito dificultada,
sofrem também interferéncia pelo canibalismo, além de que nos sistemas abertos podem

aparecer predadores como gatos e passaros (FERREIRA, 2004).

1.2.Abate de ra

E definido como “pescado”, os peixes, crustaceos, moluscos, anfibios, répteis,
equinodermos e demais animais aquaticos utilizados na alimentagdo humana segundo o
artigo 205 do Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem
Animal (RIISPOA) (BRASIL, 2017).

O abatedouro de ra, apesar de ndo possuir legislacio especifica, ¢ composto por
diferentes areas, sendo estas bastante semelhantes aquelas de animais de agougue
considerados mais tradicionais como bovinos e suinos. Apos feita a inspecao ante mortem
na recepcao desses animais ¢ feito um jejum de 24 horas no minimo e dieta hidrica que

visa a recuperagdo do estresse de transporte e esvaziamento do intestino (CRIBB;



AFONSO; MOSTERIO, 2013). Apos este periodo os animais prosseguem para o abate,
que segue geralmente a sequéncia do Fluxograma 1.

Dentre as etapas destacam-se a insensibiliza¢do (termonarcose ou eletronarcose),
sangria, esfola (etapa que divide a area suja da limpa), evisceragao, toalete, embalagem,

congelamento, estocagem e expedi¢do (CRIBB; AFONSO; MOSTERIO, 2013).

Fluxograma 1: Fluxograma do abate de ras

Fonte: Lima et al. (2000)
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A maioria dos abatedouros de rd trabalha de forma precéaria, sem muito

profissionalismo e padrao de qualidade, por isso existem defici€éncias que devem ser
resolvidas, para que a carne ndo tenha sua qualidade comprometida (CRIBB et al., 2013).
Muitos estados brasileiros possuem estabelecimentos de abate de ras fiscalizados pelo
Servico de Inspe¢do tanto Federal (SIF) quanto Estadual (SIE) e também Municipal
(SIM). Alternativas para redu¢do do custo de abate e aumentar os lucros t€ém sido
desenvolvidas, com o apoio a novos estudos para a criacdo de novos produtos,
principalmente utilizando os coprodutos do abate (MELLO et al., 2006).

Para se obter uma melhor qualidade, limpeza e higiene durante o processamento
e obtencdo do produto final, o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA) imp0de diretrizes e normas para o abate dos animais que podem ser extrapolados

para a obten¢do da carne de ra (BRASIL, 2017; BRASIL 1997).



A contaminagdo do animal pode ocorrer em qualquer ponto durante o abate,
armazenamento e distribui¢do, dependendo principalmente das medidas preventivas
adotadas (ROCA, 2004). Na evisceracdo por exemplo, deve ser tomado um cuidado maior
por ser uma etapa com alto risco de contamina¢ao da carcaga por material fecal, um perigo
relacionado a qualidade microbiolégica do alimento (PINHEIRO; SARTORI; RIBEIRO,
2016). A contaminagdo cruzada também pode ocorrer ao manipular o alimento cru com
os utensilios de cozinha do consumidor ou de abate da propria empresa (CAVALHEIRI
et al., 2016).

Medidas preventivas devem ser adotadas em todas fases da cadeia produtiva do
alimento em questdo, desde a alimentagdo do animal, para evitar a contaminacao do
mesmo com microrganismos; no aumento da higiene durante o abate; e posteriormente,
no processamento da carne (FERREIRA, 2007). A educa¢ao dos manipuladores na
industria e do consumidor na preparagao final do produto também devem ser observadas
para a adogdo das medidas ideais de higiene (FERREIRA, 2007).

Os microrganismos relacionados a zoonoses sdo encontrados na maioria das vezes
na microbiota intestinal dos animais, podendo estar presente nas fezes de animais
domésticos, por exemplo (RIBAS; POONLAPHDECHA, 2016). Anfibios podem
transmitir essas doengas, incluindo as salmoneloses, causadas por espécies de Salmonella
spp., que sdo assintomaticas nestes animais, mas podem ser causadoras de doengas nos

seres humanos (ALFANI, 2007).

1.3. Salmonella e os alimentos

Atualmente a ocorréncia de zoonoses na populagdo humana transmitida por
alimentos ¢ subestimada, pois normalmente os quadros de gastroenterite ndo necessitam
de hospitalizacdo, logo o agente agressor ndo ¢ identificado (SHINOHARA et al., 2008).
Portanto, pequena parte dos surtos de origem alimentar no Brasil sdo registrados, devido
a problemas no sistema de fiscalizacdo e notificagdio (SHINOHARA et al., 2008), uma
vez que depende principalmente da comunica¢do dos consumidores, do relato dos
médicos e das atividades de vigilancia sanitaria das secretarias municipais e estaduais de
saude (LANZA, 2017).

Segundo dados oficias do Ministério da Saude tém-se registrado uma diminuigdo

anual dos numeros de doentes e surtos por doengas transmitidas por alimentos (DTAs)



(MS, 2017). Mesmo assim, nas regidoes Sudeste e Nordeste do Brasil sdo onde estdo
registrados a maior parte das doencas parasitérias, infecciosas e do aparelho digestivo,
sendo esses problemas responsaveis por aproximadamente 9% dos casos de morte no pais
(MS, 2017).

Dentre os principais microrganismos envolvido nas DTAs esta Salmonella spp., que
pertence a familia Enterobacteriaceae, existindo aproximadamente 2500 sorotipos, sendo
mais de 80 deles de importancia para a saude publica (PENHA, 2008). Este género ¢
responsavel por aproximadamente 27% das infec¢des causadas por bactérias (95% do
total) (MS, 2017).

Grande parte dos surtos de origem alimentar que ocorrem o agente agressor nao ¢
identificado, uma vez que os patdégenos podem ser muitos € na maioria das vezes os
sintomas sdo brandos e auto limitantes, ndo sendo necessaria a consulta médica para
avaliagdo adequada (MS, 2017). Existem diversos sorovares de Salmonella spp., a
maioria delas gera problemas brandos como diarreia, nduseas e vomitos, porém existem
outros tipos que s2o um risco maior a saude publica como S. Thyphy e S. Parathyphy, que
causam a febre tifoide e paratifoide (NEITZKE; ROZA; WEBER, 2017).

Ainda, deve-se ressaltar que a maioria dos sorotipos de Salmonella spp. sdo
patogénicos ao homem, tendo diferencas nos sintomas de acordo com a condi¢ao de satide
do hospedeiro e mecanismo de patogenicidade (SHINOHARA et al., 2008). Com isso, a
salmonelose ¢ um dos principais problemas de saide publica em todo mundo,
basicamente pelas suas caracteristicas de alta morbidade e dificuldade de encontrar
medidas para seu controle (MS, 2011). Os custos mundiais para regulagcdo deste problema
sao muito altos, por isso devem-se estabelecer controles sanitdrios cada vez mais
rigorosos para evitar grandes prejuizos e dificuldades no controle da satide da populagado
(SHINOHARA et al., 2008).

Uma vasta variedade de alimentos pode conter cepas de Sa/monella spp., na maioria
das vezes naqueles de origem animal, como a carne bovina, de aves principalmente, ovos
e também os pescados (PROENZA et al., 2014). A contaminagdo ocorre principalmente
pelo controle inadequado da temperatura, pela manipulagdo incorreta do produto e
também por contaminag@o cruzada entre produtos crus e processados (SHINOHARA et
al., 2008). De acordo com o Centro de Controle de Doengas (CDC) nos Estados Unidos
ocorrem aproximadamente 19.000 casos de hospitalizagdes por causa de infeccdo por

Salmonella spp. (CDC, 2015), sendo 90% destes de origem alimentar.



As ras sdo reservatorios naturais da Salmonella spp., por isso desempenham um
papel importante na epidemiologia da salmonelose (RIBAS; POONLAPHDECHA,
2016). Esta bactéria ¢ facilmente destruida quando exposta a uma temperatura acima de
66°C por 15 minutos, porém o consumo da carne de ra geralmente ¢ feita ao ponto ou mal
passada, para que a suculéncia nao seja perdida (MIRAGAIA, 2015), o que facilita a
prevaléncia desses microrganismos.

A carne de ra ndo for bem processada e preparada antes do consumo pode causar
graves problemas ao consumidor (ANDREWZ et al., 1977). Sendo um pescado, o
processo de salga, que consiste na adi¢ao de sal, do produto auxilia na diminui¢cdo da
atividade de agua e consequente reducao da velocidade de decomposigdo e crescimento
de microrganismos no produto, aumentando seu tempo de prateleira (MINOZZO, 2011).

Além da preocupacdo relacionada com a presenca do microrganismo nos alimentos
de origem animal, t€m aumentado também a preocupacao com a resisténcia desta bactéria

a diferentes antimicrobianos (OMS, 2014).

14. Resisténcia antimicrobiana associados com Salmonella spp

Um dos grandes problemas que ocorrem atualmente no mundo € a resisténcia a
antimicrobianos adquirida pelos microrganismos, devido ao uso ndo prescrito de
medicamentos pela populacdo e pelos diversos setores da produgcdo animal. Essa
utilizagdo tem contribuido para a selecdo de cepas mais resistentes que passam a se
multiplicar e descender suas caracteristicas (BIERNATH, 2017). No caso da Salmonella
spp. ndo ¢ diferente e uma vez que € comum a contaminagao da populagdo por esse tipo
de bactéria patogénica, a aten¢ao deve ser ainda maior (AARESTRUP, 1999).

Resisténcia bacteriana € a caracteristica da bactéria de evitar que ela seja destruida
por antibioticos. Muitas pesquisas tém focado na resisténcia da Salmonella de diferentes
sorovares, vindas de diversas origens e a suscetibilidade dessas bactérias aos antibidticos
tém diminuido a cada década (BEGUM; MANNAN; AHMED, 2016)

Para que seja considerada como uma multirresisténcia € necessario que o
microrganismo seja resistente a 3 ou mais classes destes medicamentos, que agem em
alvos celulares diferentes (SHRESTHA et al., 2017). Sorovares como S. Enteritidis
(CARDOSO et al., 2002), S. Thyphimurium (RIBOT et al., 2002) e também S. Hadar
(CRUCHAGA et al., 2001) tém sido ainda identificados como multirresistentes a

antimicrobianos, um problema ainda maior para a saude publica.



Apesar de ndo haver trabalhos especificos sobre o abate da ra, um estudo feito com
frangos utilizando 22 isolados da bactéria S. Hadar, no estado do Rio Grande do Sul,
100% das cepas se demonstraram resistentes a mais de um antibidtico como
estreptomicina, tetraciclina e sulfazotrim (RIBEIRO et al. 2006). A Salmonella spp. como
ja citado antes ¢ a causadora da salmonelose, que possui sintomas brandos na maioria dos
casos, porém em um grupo de pessoas mais susceptiveis (idosos, criangas e suprimidos
imunologicamente) os sintomas podem ser tao severos que se ndo tratados com o método
correto levam o paciente ao 6bito (KEMPF; HULSEBUS; AKBAR, 2016).

Todo ano nos Estados Unidos a Salmonella causa em média 1,2 milhdes de doencas,
23.000 hospitalizagdes e 450 mortes. Percebe-se por estudos que a resisténcia
clinicamente importante esta relacionada com sorotipos especificos da bactéria como S.
Enteriditis, S. Typhimurium e S. Heidelberg (MEDALLA et al., 2017).

Um estudo feito em Lages (Santa Catarina) com isolados de Salmonella spp. em
linguica fresca suina demonstrou que de todas as amostras (60) 12 delas (20%)
apresentaram multirresisténcia, sendo resistente a 4 ou mais antibioticos testados
(SPRICIGO et al., 2008). Um pouco antes, Castagna (2004) encontrou indices mais
elevados, ou seja, 27,6% das bactérias testadas eram multirresistentes, isoladas de massa
para embutidos.

Segundo a CDC diversos surtos causados por DTA sao relatados em todo o mundo,
como nos Estados Unidos onde uma contaminacdo por Salmonella heidelberg deixou
aproximadamente 130 pessoas enfermas em 32 estados diferentes. Estas cepas eram
resistentes a varios antibidticos, com isso métodos alternativos de tratamento tiveram que
ser usados (BUSH et al., 2011).

O uso indiscriminado destes antimicrobianos pode resultar em uma resisténcia
multipla dessas cepas de Sa/monella spp. pelo seu contato cotidiano com o medicamento,
podendo entdo causar graves infecgdes nos seres humanos sem a possibilidade de um
tratamento eficaz. Por isso, ¢ consenso que a resisténcia bacteriana tem sido um
importante fator no aumento dos indices de mortalidade nos pacientes criticamente

doentes (ZIMERMANN et al., 2004).
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2. MATERIAL E METODOS
2.1.Definicao do local de coleta

Esse estudo foi feito em um abatedouro de ra-touro localizado na fazenda
experimental do Gloria, de posse da Universidade Federal de Uberlandia. As coletas
foram feitas em 30 animais, nas seguintes etapas do abate: apos a insensibilizagdo (A),

apos a esfola (B), apos evisceragdo (C), antes da embalagem (D).

2.2.Coleta de amostra na linha de abate e processamento

As amostras foram obtidas pelo método de enxague de carcaga (CASON et al.,
2005, adaptado). Para cada amostra foi utilizado uma sacola contendo 100ml de salina
(0,75%) esterilizada. O enxague foi realizado com o animal na propria linha de abate
sendo necessario apenas coloca-lo dentro da sacola esterilizada e em seguida massagear
o conjunto (carcaga e salina) por 30 segundos.

Apobs a coleta, as amostras permaneceram resfriadas em isopor com gelo até a
chegada ao Laboratorio de Inspecdo e Tecnologia de Produtos de Origem Animal da

FAMEV-UFU, onde foram processadas.

2.3.1dentificacio de Salmonella spp

O isolamento de Salmonella spp. foi realizado no Laboratério de Inspecdo e
Tecnologia de Produtos de Origem Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria da
UFU, seguindo os padrdes internacionais de identifica¢do (ISSO, 2002). Para tanto, 30
ml de cada homogenato foram transferidos para um frasco de vidro contendo 30 ml de
salina (0,75%) peptonada 2%, resultando assim em um volume final de 60 ml de salina
peptonada a 1% (CASON et al., 2005, adaptado).

Seguindo as recomendagdes da ISO 6579, o frasco foi entdo incubado em estufa a
37°C/24 horas (ISO, 2002). Apds este periodo, uma aliquota de 1 mL foi transferida para
tubo contendo 10 mL de caldo de enriquecimento seletivo Mueller-Kauffman
Tetrationato (Oxoid) e 0,1 ml para tubo contendo 10 ml de caldo Rappaport Vassiliadis
(Oxoid) e os caldos foram incubados a 37°C e 41,5°C por 24 horas respectivamente.

Posteriormente, realizou-se a semeadura em placas de Agar Salmonella Shigella e

Agar XLD (Agar de desoxicolato-lisina-silose, Oxoid), incubando-as a 37°C/24 horas. As
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colonias tipicas de Salmonella spp. foram submetidas a provas bioquimicas utilizando-se
os agares LIA (Lisina Iron Agar, Oxoid) e TSI (Triple Sugar Iron - Oxoid), ambos
incubados a 37°C/24 horas. As reagdes tipicas de LIA e/ou TSI foram transferidas para
tubos com 10 mL de 4gua peptonada 1% (Oxoid) e incubadas em estufa a 37°C por 24h.
A etapa final consistiu em retirar os tubos da estufa, transferir 0,7 mL do caldo para
eppendorfs (duplicatas) e adicionar 0,3 mL de Glicerol em cada eppendorf, sendo
realizado o congelamento da amostra para posterior confirmacdo por metodologia
molecular.

A confirmagao dos isolados suspeitos foi feita através de PCR, tendo como alvo o
gene ompC, responsavel pela codificacdo de oligoproteinas externas da membrana da
Salmonella e considerado um dos genes mais especificos para identificacdo e
confirmacao deste micro-organismo (ALVAREZ et al., 2004; ALMEIDA et al., 2014). A
PCR para deteccdo de Salmonella spp. foi feita no Laboratorio de Biotecnologia Animal
Aplicada da Faculdade de Medicina Veterindria da Universidade Federal de Uberlandia.

Para a realizacdo da PCR, colonias suspeitas isoladas na etapa anterior dessa
metodologia, foram submetidas a extracdo e purificacdo de DNA, utilizando o Kit de
purificacdo Wizard Genomic DNA (Promega Corp., Madison, WI).

O DNA extraido foi entdo utilizado para a reacdo de PCR. Foram preparadas
reagdes com volume de 25uL sendo formados por 2ul. de DNA da amostra, 12,5uL de
GoTaq Green Master Mix (Promega), 8,5uL de dgua livre de nuclease (Promega) e 1pL
de cada primer (gene ompC: ompC-F 5”’-ATCGCTGACTTATGCAATCG-3” e ompC-R
5”-CGGGTTGCGTTATAGGTCTG-3”) com concentragdo de 10pmol/uL. As condi¢des
utilizadas para a reagao foram: 95°C por 2 minutos para desnaturagao inicial, 30 ciclos de
95°C por 30 segundos para desnaturagdo, 57°C por 1 minuto para anelamento, 72°C por
1 minuto para extensdo, e apds o término destes 30 ciclos, 72°c por 5 minutos para
extensdo final. Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de
agarose 1% e posteriormente corados com GelRed (Biotium, Inc., Hayward, CA) e
observados em transiluminador. As amostras consideradas positivas para Salmonella

deveriam alcangar a altura de banda respectiva a 204 pares de base.

2.4.Resisténcia a antimicrobianos

Os isolados confirmados como Salmonella foram submetidos ainda a avaliacdo de

resisténcia a antimicrobianos. Cada isolado foi reativado em TSB a 37°C até atingir a
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turbidade de aproximadamente 0.5 na escala MacFarland. Cada cultura foi espalhada na
superficie de uma placa contendo 4agar BHI onde discos contendo antimicrobianos
posicionadas logo em seguida sobre a mesma placa. Os antimicrobianos testados foram:
Azitromicina (AZI), Tobramicina (TOB), Eritromicina (ERI), Ampicilina (AMP),
Cefalexina (CFE), Neomicina (NEO), Meropenem (MER), Ciprofloxacina (CIP),
Cefotaxima (CTX) e Ceftrioaxona (CRO). As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas
e a concentracdo minima inibitdria foi obtida apos andlise do tamanho do halo de inibigo
formado ao redor do disco de antimicrobiano. Baseados nesses resultados e seguindo
instrucdes do fabricante e CLSI (2008), os isolados foram classificados como resistentes

(parcial foi considerado como total) ou sensiveis ao antimicrobiano.

2.5.Analise dos resultados

A frequéncia de amostras positivas para Sa/monella em cada etapa do abate de ra-
touro foi comparada por Teste Exato de Fisher pelo programa GraphPad Prisma 7, com
um nivel de significancia de 95%. Os isolados foram ainda avaliados quanto aos perfis de
resisténcia a antimicrobianos e classificados como multirresistentes ou ndo de acordo com

Shrestha (2017).
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3. RESULTADOS

Dentre as 120 amostras coletadas nos pontos selecionados, 23 apresentaram
colonias com caracteristicas relacionadas a bactéria do género Salmonella spp. Estas
colonias foram testadas através da técnica de PCR (gene ompC) e os resultados estdo

apresentados na tabela 1.

Tabela 1. Frequéncia de amostras positivas de Salmonella spp. isoladas de quatro
diferentes etapas do abate de Ra-touro em uma abatedouro-frigorifico do Triangulo
Mineiro

et w Mlemmm el Cotodu boladst
A 30 3 10,0 A1/A2/A3/A4
B 30 3 10,0 B1/B2/B3
C 30 2 6,6 C1/C2
D 30 0 0 -
Total 120 8 6,6

* A- ap0s a insensibilizagdo B- ap6s a esfola C- ap6s evisceragdo D- antes da embalagem;
** A letra indica a etapa do abate em que o isolado foi obtido.

No total foram encontradas 8 (6,6%) amostras positivas para Salmonella spp.,
divididas entre os pontos de coleta e devido a baixa prevaléncia ndo foi encontrada
diferenca entre as etapas (p>0,05). Observa-se que no ponto “D* de coleta ndo foram
encontradas amostras positivas, ja nos pontos A e B encontrou-se as maiores
positividades (3/30). Uma mesma ra foi positiva em duas etapas do abate (A e B), sendo
que 3 isolados foram confirmados nela (A2, A4 e B2).

Cada isolado foi entdo testado quanto a resisténcia aos 10 antimicrobianos
selecionados. Os resultados dos percentuais de amostras resistentes a cada antimicrobiano

estdo expostos no Gréafico 1.
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Grafico 1- Frequéncia de isolados de Salmonella spp. resistentes a antimicrobianos

obtidos em etapas do abate de ra-touro.

100% 89% 89%
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AMP- Ampicilina, ERI- Eritromicina, CFE- cefalexina, CIP- Ciprofloxacina, CTX- Cefotaxima, CRO- Ceftriaxona, AZI-
Azitromicina, NEO- Neomicina, MER- Meropenem e TOB- Tobramicina

O resultado de susceptibilidade aos antimicrobianos testados mostra que a
Ampicilina e Eritromicina foram aqueles que as amostras se mostraram-se mais
resistentes (89%), seguido da Cefalexina (56%). Ainda se percebe que os isolados ndo
apresentaram nenhuma resisténcia aos compostos Meropenem e Tobramicina.

Apbs o célculo da porcentagem de cepas resistentes aos antimicrobianos, foi
tragado o padrao de resisténcia de cada amostra. Feito isso, os isolados foram divididos
em perfis semelhantes, com base nos resultados do antibiograma (Tabela 2). Observa-se
na tabela que apenas os isolados A4 e B2 apresentaram mesmo perfil (H) de resisténcia e
todos os demais foram classificados como perfis diferentes de resisténcia, portanto, 8
perfis diferentes (A-H).

Por meio da Tabela 2 ainda pode-se notar que, com excecdo dos isolados A3, A4 e
B2, todos os demais foram resistentes a trés ou mais antimicrobianos, sendo considerados
multirresistentes. Os isolados C1 e A2 foram aqueles com maior resisténcia, ambos
resistentes a cinco antimicrobianos. Dos nove isolados, cinco (55,6%) podem ser

considerados como multirresistentes.
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Tabela 2 — Perfil de resisténcia a antimicrobianos de isolados de Salmonella spp.
obtidos em etapas do abate de ra-touro.

Isolados Antimicrobianos com resisténcia Perfil
Cl1* AMP/ERI/CRO/CIP/CFE A
A2%* AMP/ERI/CTX/CFE/CIP B
C2* AMP/CTX/CRO/CFE C
B3 AMP/ERI/AZI D
Al* AMP/ERI/CIP E
B1* AMP/ERI/CFE F
A3 ERI/CFE G
A4 e B2 AMP/ERI H

*1solados multirresistentes

4. DISCUSSAO

A presenca ou auséncia de bactérias no processamento das mais diversas carnes,
inclusive de pescados, esta diretamente relacionada com a higiene do ambiente, dos
funcionarios e dos utensilios utilizados (WOLF, 2017). Por isso, além da resisténcia aos
antimicrobianos analisada nos resultados, também foi demonstrada as areas com maior
ocorréncia de Salmonella spp. durante o processo de abate da ra-touro. A partir dos
resultados expostos na Tabela 1 observa-se que as etapas onde houve maior presenca de
Salmonella spp. sdo aquelas apds a insensibiliza¢do e apds a esfola, seguida pela etapa
apos a evisceracao.

A etapa considerada como responsavel pela a maior contaminacao de carcagas por
microrganismos, incluindo Salmonella spp., ¢ apos a evisceragdo, pois pode ocorrer o
extravasamento do material fecal presente no intestino dos animais, expondo o produto
aquelas bactérias que ali estdio (SHRESTHA, 2017). Diferentemente do esperado, a
presenca de Salmonella observada no presente estudo sofreu uma redugdo continua entre

as etapas analisadas (tabela 1). Nao somente na linha de abate das ras, mas de outros
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animais ¢ comum a presen¢a de microrganismos, inclusive Salmonella, no ambiente de
criacdo e pode acontecer de disseminar as carcagas e ao ambiente (SEIXAS; FERRAZ,
2009). Assim, possivelmente o local onde as ras estavam alocadas ja estava contaminado
com o patogeno, justificando a presenca no patdogeno na pele, e durante a cadeia de
processamento as etapas foram bem executadas, contribuindo para a redugdo da presenga
deste patogeno.

Por outro lado, a etapa onde se espera haver a menor quantidade de isolados de
Salmonella spp. € antes da embalagem primaria, pois nesta etapa os animais ja passaram
pela etapa de higienizagdo da carcaga (toalete) (OLIVO; ROSA, 2010). Condizente com
o resultado esperado, no presente estudo ndo foram encontradas cepas do patdogeno na
etapa pos toalete e imediatamente antes da embalagem primaria. Apesar de ndo existirem
trabalhos que avaliam o impacto das etapas do abate da ra-touro na presenca de
Salmonella spp., dados obtidos no abate de outras espécies indicam resultado semelhante
e reafirmam a importincia da etapa de lavagem da carcaca para a reducdo da
contaminagao (COLLA et al., 2014; BONESI; SANTANA, 2008; RUCKERT, 2009),
desde que haja um padrao de lavagem e enxague determinado.

A resisténcia a antimicrobianos adquirida por bactérias ¢ um dos maiores problemas
a satde publica atualmente (WHO, 2017), principalmente aquelas que conseguem resistir
a varios antibioticos. Por isso, a relagao entre esta multirresisténcia, os humanos e o uso
destes medicamentos na alimentacdo dos animais deve ser estudada constantemente
(BORGES et al., 2017). O resultado exposto no Grafico 1 demonstra a porcentagem de
cepas resistentes a cada medicamento. O Meropenem por ser um antibidtico de amplo
espectro e utilizado em caso de bactérias multirresistentes consegue ser eficiente na
maioria das cepas (GALES et al., 2001) e no caso deste estudo ndo foi diferente, uma vez
que ele demonstrou eficacia em todas elas. A Tobramicina que ndo ¢ comumente utilizada
em contaminagdes causadas por Salmonella, por ser usado em caso de infeccdes oculares
(LIMA et al., 2002), conseguiu também ter sua acdo bem sucedida no presente trabalho,
sendo eficiente em todas as amostras.

Mesmo ndo havendo trabalhos especificos na literatura sobre resisténcia de
Salmonella spp. obtidas no abate de ra-touro, informagdes encontradas em outras espécies
podem ajudar a compreender os resultados do presente trabalho. Um estudo feito em um
abatedouro de frangos demonstrou que grande parte das amostras eram resistentes a
diversos antimicrobianos, incluindo Ampicilina, da classe das penicilinas, que ¢

comumente utilizado nas produ¢des animais como fator de crescimento (CORTEZ et al.,
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2006). Neste estudo conduzido por Cortez et al. (2006), das 29 cepas testadas, 25 (86,2%)
demonstraram-se capazes de evitar o mecanismo de acdo do antibidtico, enquanto em
outro estudo, todas amostras demonstraram-se resistentes a Ampicilina (SHRESTHA,
2017). Com base neste resultado percebe-se que a resisténcia a Ampicilina no presente
trabalho, em porcentagem, comparado a outros estudos, ficou bem préxima.

A Eritromicina, um macrolideo, ¢ também pouco eficiente quando usado em
Salmonella spp., o que explica o resultado encontrado quanto a resisténcia ao
medicamento neste estudo (89%). Pinheiro et al. (2008), encontrou Salmonella spp. em
carcagas de frango com 100% de resisténcia a Eritromicina assim como Colla et al. (2014)
em sorovares do tipo Panama, o que certifica que este medicamento ndo ¢ eficiente contra
esta classe de bactérias.

A resisténcia encontrada quando analisado o antibidtico Cefalexina, pertencente a
classe das cefalosporinas de primeira geracdo, demonstra que a maioria das cepas eram
resistentes a este medicamento. O resultado nao ¢ incomum, visto que em outro trabalho
no Suddo que utilizava este antimicrobiano em cepas de diversas origens, como humanos,
agua e outros animais, 50% das amostras foram resistentes (ELMADIENA et al., 2013),
um pouco abaixo do resultado encontrado no dado estudo. A Cefalexina possui uma
melhor atividade nas bactérias gram positivas, ou seja, na Salmonella, como uma bactéria
gram negativa, ja se esperava uma certa resisténcia a este antibiotico.

A Ciprofloxacina, uma quinolona, classe muito utilizada em medicina veterinaria e
uma das principais op¢des em salmoneloses graves (COLLA et al., 2014), foi eficiente
na maioria dos isolados. Um estudo no qual foram analisadas amostras colhidas de porcos
e de surtos de salmoneloses encontraram 38,5% das cepas resistentes a Ciprofloxacina
(BORGES et al., 2017), um resultado préximo ao encontrado no presente trabalho (33%).
Por outro lado, Day (2017), em seu estudo relatou uma resisténcia de 73,5% de seus
i1solados do tipo Typhi a este medicamento. O fator que pode ser a causa desta resisténcia
¢ o uso amplo desta classe de medicamentos.

No caso da Cefotaxima, outro representante da classe das cefalosporinas de terceira
geracdo, bastante utilizado no caso de infecg¢des hospitalares e contra bactérias gram
negativas, apresentou uma resisténcia em 22% das cepas testadas. Amostras colhidas de
frangos na China, feito por Wang et al., 2017, demonstrou um resultado divergente ao
encontrado no atual estudo, com 44,7% das cepas resistentes a este antimicrobiano, assim
como em outro estudo retirando amostras de também de frangos na China mostrou um

resultado de 10,1% de bactérias resistentes (BAI, 2016).
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Outro antibidtico de importancia clinica utilizado foi a Ceftriaxona, cefalosporina
de terceira geragao (espectro estendido), que resultou em 11% das amostras resistentes a
ela, assim como a Azitromicina (macrolideo) e a Neomicina (aminoglicosideo), ou seja,
pequena parte das cepas conseguiram evitar seus diferentes mecanismos de acdo. Em um
estudo realizado nos Estados Unidos de 2004 a 2012 demonstrou que 3,3% das amostras
eram capazes de resistir a Ceftriaxona (MEDALLA, 2017), um resultado menor que o
encontrado no presente trabalho, mas que pode servir como modelo de comparacao, assim
como o estudo de Rustici et al. (2006), que resultou em 0,8% das amostras resistentes.

A Azitromicina apesar de ser um medicamento antigo e pouco utilizado atualmente,
exceto em colirios e pomadas (PINHEIRO, 2017) demonstrou uma boa eficiéncia quanto
ao seu mecanismo de agdo, inclusive Day (2017), em sua pesquisa ndo relatou cepas
resistentes a este medicamento. Por fim a Neomicina apresentou também um bom
resultado de agdo, conseguindo agir em praticamente todas as cepas testadas, assim como
no estudo de Menin et al. (2008), no qual apenas 6,2% das amostras demonstraram-se
resistentes ao antimicrobiano.

Apesar de nao haver muitos estudos quanto ao processamento da carne de ra, com
foco na presenca de microrganismos, o resultado de outras espécies torna esperado a
existéncia de uma vasta multirresisténcia em bactérias, no caso a Salmonella spp. No
Brasil a utilizagdo de medicamentos na veterinaria nao ¢ tdo bem controlada (BORGES
et al., 2017) e isso favorece o surgimento de cepas resistentes. Neste trabalho, todas as
cepas encontradas foram resistentes a dois ou mais antimicrobianos e 5 delas (A1, A2,
B1, C1 e C2 =55,5%) a trés ou mais, sendo classificados como multirresistentes.

A multirresisténcia foi assim classificada pois foram resistentes a antimicrobianos
de trés ou mais classes diferentes. Isso quer dizer que algumas das amostras de Salmonella
spp. coletadas podem driblar diferentes mecanismos de acdo desses antimicrobianos.
Dados coletados em outro estudo de monstraram que 85,2% das cepas de Salmonella spp.
colhidas da carne de frango foram multirresistentes (SHRESTHA, 2017), ou seja,
resistiram a antibidticos que agem com mecanismos de acdo diferentes. Na Tailandia
amostras também da carne de frango mostraram-se multirresistentes (84%) (GODOY,
2014). Em contrapartida, Odoch (2017) encontrou resultados diferentes, ou seja, uma
menor parte das amostras eram multirresistentes (15,4%).

A partir da analise do padrao de resposta de cada cepa aos diversos antimicrobianos,
diferentes perfis de resisténcia foram encontrados, ou seja, ndo houve um padrdo bem

estabelecido sobre a capacidade das amostras de evitar a acdo dos medicamentos
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utilizados. Somente os isolados A4 e B2 se encaixaram no mesmo perfil (H) e
coincidentemente eles foram isoladas do mesmo animal em pontos diferentes do abate,
podendo demonstrar que a mesma Sa/monella permaneceu na carcaga de uma etapa a
outra, mostrando uma falha nas etapas do processo para eliminagao de microrganismos.

Com isso, um padrao de susceptibilidade bem variado foi tracado (8 ao total), o que
pode ser resultado da coleta de diferentes sorotipos de Salmomnella ou apenas
microrganismos que conseguem resistir de maneira diversa aos diferentes medicamentos
de importancia clinica utilizados. A exemplo disso, os isolados A2 e B2, que ndo exibiram
o mesmo perfil, foram coletados de uma mesma ra em diferentes pontos do abate.

Estas maneiras variadas de responder a acdo de um medicamento pode ser um
problema, pois bactérias da mesma classe podem ndo ser susceptiveis a diversos
antimicrobianos, at¢ mesmo aqueles que sao a primeira op¢ao de medicagdo, o que causa
uma dificuldade no tratamento das salmoneloses. Por fim, estes resultados mostram que
¢ de grande importancia uma melhora nas medidas profilaticas para o controle da
veiculagdo da Salmonella no setor da ranicultura para evitar a disseminagdo de cepas
causadoras de doencgas e além disso, o uso responsavel de agentes antimicrobianos com

0 objetivo de diminuir o surgimento de bactérias multirresistentes.

5. CONCLUSAO

O presente trabalho ¢ condizente com outros que tiveram o mesmo objetivo. A
maior parte das cepas coletadas demonstraram-se multirresistentes e isto € preocupante,
pois mostra que a acdo dos medicamentos que auxiliam na nossa saude possa ja nao ser
eficiente. O perfil de susceptibilidade confirma que as cepas exibem variados padrdes de
resisténcia, o que pode causar dificuldade no tratamento das doengas causadas por estes

microrganismos. Por isso, medidas de controle de higiene e normas para o uso correto de
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antimicrobianos tanto em pacientes quanto na producao animal devem ser adotadas, pois
surtos podem acontecer e a populagdo sofrer com bactérias mais adaptadas e dificeis de
combater, causando um problema ainda maior para a satide publica, tendo em vista que a

Salmonella ¢ uma das principais causadoras de doengas transmitidas por alimentos.
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