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Resumo

O consumo de carne de frango tem aumentado nos ultimos anos, sendo a avicultura a
responsavel por boa parte da produ¢do mundial de proteina animal. Com aumento da
demanda de produtos desta natureza, também cresceram o numero de casos de doengas
transmitidas por esses alimentos (DTAs). Dentre essas DTAs esta a salmonelose, doenga
transmitida por bactérias do género Salmonella spp, que estdo naturalmente presentes
no intestino de animais domésticos e possuem relagdo com seu tipo de criagdo. Assim,
o objetivo do presente trabalho foi verificar a ocorréncia de Salmonella spp em carcagas
de frangos de diferentes sistemas de criagdo (caipira, semi caipira e industrial) e
caracterizar a resisténcia antimicrobiana dos isolados. Foram coletadas amostras por
enxague superficial de carcacas de frango de cada origem de criagdo (n = 14 de criagdo
industrial; 10 = semi caipira; 15 = caipira) em duas etapas do abate (A = apds a sangria
e imediatamente antes da escaldagem; B = imediatamente apds a saida do taque de pré-
resfriamento). A confirmagio de isolados suspeitos para Salmonella spp foi feita por
PCR (gene ompC). Os isolados positivos foram testados para resisténcia aos seguintes
agentes antimicrobianos: Ampicilina, Azitromicina, Cefalexina, Cefotoxima,
Ceftriaxona, Ciprofloxacina, Eritromicina, Meropenem, Neomicina e Tobramicina. A
criagdo Semi caipira foi aquela com maior nimero positividade para o patogeno com (3
na etapa A e 2 na etapa B dentre as 10 carcagas avaliadas) estando as criagdes caipira e
industrial com valores proximos de ocorréncia. O antimicrobiano Ampicilina foi o que
apresentou maior percentual de ineficiéncia contra os isolados (8/13) e os
antimicrobianos Meropenem, Cefotaxima, Neomicina e Ceftriaxona foram os que
apresentaram maior eficiéncia com apenas um isolado resistente. Conclui-se que todos
os sistemas de cria¢cdo podem ser fonte de contaminagdo por Salmonella spp e que
muitos isolados obtidos possuem resisténcia aos antimicrobianos testados, sendo
importante o monitoramento e melhorias no processo de abate para redugio do risco aos

consumidores deste produto.

Palavras-chave: Aves. Salmoneloses. Saude publica. Doengas Transmitidas por

Alimentos.



Abstract

Consumption of poultry meat has increased in recent years, with poultry farming accounting
for most of the world's animal protein production. With increasing demand for products of this
nature, the number of cases of foodborne diseases has also increased. Among these 1is
salmonellosis, a disease transmitted by bacteria of the genus Salmonella spp, which are
naturally present in the intestines of domestic animals and are related to their type of breeding.
Thus, the objective of the present study was to verify the prevalence of Sa/monella spp in broiler
carcasses of different breeding systems and to characterize the antimicrobial resistance of the
isolates. Samples were collected by superficial rinsing of chicken carcasses of each breeding
origin (an intensive (n=14), semi-intensive (n=10) and hickory system (n=15)) in two stages of
slaughter (A = after bleeding and immediately before scalding; = immediately after the exit
from the pre-cooling stage). Confirmation of suspected isolates for Salmonella spp was done
by PCR (ompC gene). Positive isolates were tested for resistance to the following antimicrobial
agents: Ampicillin, Azithromycin, Cephalexin, Cefotoxime, Ceftriaxone, Ciprofloxacin,
Erythromycin, Meropenem, Neomycin and Tobramycin. A less intensive system of creation
was the one with the highest positivity for the pathogen (3 carcasses at step A and 2 at step B).
The antimicrobial Ampicillin was the one that presented the highest percentage of inefticiency
against the isolates (8/13) and the antimicrobials Meropenem, Cefotaxime, Neomycin and
Ceftriaxone were the ones that presented greater efficiency with only one resistant isolate. It is
concluded that all breeding systems can be a source of contamination by Salmonella spp and
that many isolates obtained have resistance to the antimicrobials tested, being important the
monitoring and improvement in the slaughter process to reduce the risk to the consumers of this

product..

Keywords: Poultry. Salmonellosis. Public health. Foodborne pathogens.
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1 INTRODUCAO

O consumo de carne de frango no mundo tende a aumentar devido ao crescimento da
populagdo mundial e melhor poder econémico, que interfere diretamente no consumo de carne.
O Brasil é um grande produtor e exportador de carne avicola, sendo assim, participa ativamente
do mercado mundial de proteina animal (ABPA, 2018). Além do aumento da produ¢do nos
ultimos tempos, as projecdes indicam um crescimento ainda maior para 0S proximos anos
(MAPA, 2017).

Esta grande producio brasileira esta baseada em dois principais sistemas de produgio de
frangos de corte onde as diferengas giram em torno de onde os animais ficam alojados e em que
se baseia sua alimentag¢do, além das linhagens de animais utilizadas em cada sistema ser
diferente. Os sistemas sdo, portanto, classificados como intensivos ou menos intensivos, como
¢ o caso da produg@o caipira onde o sistema € menos intensivo e o animal vive e se alimenta de
uma forma que mais se assemelha ao natural (SILVA et al., 2003). A qualidade da carne
também se altera de acordo com o sistema adotado, em relagdo a aspectos como coloragio e
quantidade de gordura, além de existirem consumidores que sdo adeptos da alimentagio
advinda de determinado tipo de producdo (TAKASHI et al., 2006). Estas variagdes podem ter
efeito direto sobre a microbiota do animal e consequentemente sobre a carga microbiana final
do produto gerado através de seu processamento, podendo representar um aumento ou redugao
no risco a saude do consumidor.

Muitos alimentos de origem animal, como a carne de aves, estdo relacionados as Doengas
Transmitidas por Alimentos (DTAs), que sdo de extrema importancia na atualidade, visto que
a incidéncia das mesmas tem aumentado nos ultimos anos (MS, 2017). Dentre os patogenos
envolvidos com estes casos, estdo as bactérias do género Salmonella spp. As salmoneloses sdo
doengas de extrema importancia na saude publica, pois podem levar a morte pela infecgdo
entérica que pode até mesmo acometer outros Orgdos ou causar septicemia, conforme
informagdes disponibilizadas pelo Ministério da Saude (MS, 2011). A transmiss@o ocorre pela
ingestdo de alimentos contaminados e em sua maioria sd3o produtos de origem animal,
principalmente frangos e seus derivados.

Além da presenga do patogeno que representa um grande problema para a saude publica,
estudos realizados indicam que varios sorotipos de Sa/monella spp. sdo resistentes a um ou mais
antimicrobianos comerciais, devido ao uso indiscriminado pela populagdo em diversos

tratamentos (MS, 2011; ALMEIDA, et al., 2016), além do uso também como promotores de



crescimento na produg¢do avicola, levando assim a disseminagdo de cepas resistentes e de dificil

tratamento com antimicrobianos disponiveis no mercado atualmente (PANDINI et al., 2014).
O presente trabalho teve como objetivo avaliar a ocorréncia e caracterizar o perfil de

resisténcia antimicrobiana de Sa/monella spp em carcacgas de frangos caipira, semi-caipira e

industrial abatidas em abatedouro frigorifico no Tridangulo Mineiro.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Importancia econdomica da avicultura

A avicultura é uma area de produgdo muito importante no mundo inteiro e continua
sendo uma area em constante crescimento e desenvolvimento. O Brasil € o segundo maior
produtor e primeiro maior exportador do mundo de carne avicola, sendo que no ano de
2017 foram produzidas 13.150 milhdes de toneladas de carne de frango no pais, e destas,
66,9% ficaram no mercado interno, enquanto 33,1% foram para exportagdo (ABPA,
2018). A quantidade de galinaceos no pais aumentou significativamente de 2005 até 2015,
diminuiu apenas no ano de 2012 devido a condigdes climaticas que ndo favoreceram a
producdo (IBGE, 2015).

Os estados brasileiros que mais abatem frangos estao situados na regido Sul do pais
(IBGE, 2015). A média de consumo de carne de frango por habitante no Brasil no ano de
2016 foi de 41,1 quilos por habitante, aumento evidenciado nas ultimas décadas, mas que
nos ultimos quatro anos foi estabilizado (ABPA, 2017). Os paises que mais consomem
carne avicola no mundo sido os Estados Unidos, seguido por China, Unido Europeia e
Brasil (USDA, 2017).

Segundo a Associacdo Brasileira de Proteina Animal — ABPA (2017), as
exportagdes brasileiras de carne de frango sdo 63% em forma de cortes, 29% frango
inteiro, 3% salgados, 3% industrializados e 2% embutidos. O numero de exportagdes
brasileiras aumentou bastante nos ultimos 10 anos, em 2006 se exportou 2.470 milhdes
de toneladas, o que rendeu US$ 2.595 milhdes, e em 2016, foram exportados 4.384
milhdes de toneladas, rendendo US$ 6.848 milhdes (ABPA, 2017).

Quando se trata de mercado mundial, em 2016 o maior produtor de carne de frango
foi os Estados Unidos, seguido por Brasil e China. O maior importador foi o Japdo, o
segundo maior a Arabia Saudita e depois o México. Quanto a exportagdo, o pais que mais
se destacou foi o Brasil, seguido por Estados Unidos e Unido Europeia (ABPA, 2017).

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA (2017),
as projecdes futuras no pais indicam que a produgdo de carnes de bovinos, suinos e aves
devem aumentar 28% em até 10 anos, e especificamente a carne de aves devera aumentar
33,4% na sua produgdo, tendo em vista que em 2016/17 foram produzidas 13.440 milhdes

de toneladas e € estimada a produgdo de 17.930 milhdes de toneladas em 2026/27.
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2.2. Sistema de criacio dos frangos:

Os consumidores em geral, procuram alimentos de boa qualidade, bom prego, e
principalmente com o avango da tecnologia e do maior acesso a informag@o, os
consumidores conseguem entender cada vez mais como aquele produto que esta sendo
ingerido € produzido. Consequentemente tem havido nos tltimos anos uma maior busca
por produtos de sistemas de produgdo que praticam o bem-estar animal (SILVA et al.,
2003).

Os tipos de sistema de criagdo de frango se diferem quanto a forma de se alimentar,
ambiente que esses animais s3o criados e as linhagens utilizadas em cada sistema. Na
produc¢do caipira, os animais tém consumo aberto de pastagens, o que pode incluir até
mesmo insetos, deixando sua criagdo o mais proximo do que seria o natural, tendo assim
um mercado consumidor mais tradicional (SILVA et al., 2003). O crescimento do frango
caipira € mais lento, e consequentemente a quantidade de carne na carcaga ¢ maior do que
em animais de crescimento rapido, conhecida como ave comercial, porém a quantidade
de pele também € maior no frango caipira (SANTOS et al.,, 2005). Encontram-se
diferengas também sensoriais na carne desses animais, que geralmente € de coloragio
mais escura, firme e com menor percentual de gordura (TAKAHASHI et al., 2006).

Na criagdo de aves caipiras, os animais devem ficar em galpdes sem acesso as
pastagens até os 30 dias de vida, e apds esse tempo as mesmas tém acesso aos piquetes
durante o dia e sdo recolhidas a noite. A idade de abate ¢ de no minimo 70 dias e a
suplementag¢do na alimentagdo com macro e micro minerais deve ser apenas 0 necessario.
A utilizagdo de antimicrobianos, quimioterapicos e anticoccidianos € permitida apenas
em tratamentos e ndo para uso profilatico, de acordo com a norma brasileira 16389
(ABNT, 2015)

Segundo Savino et al., (2007), o custo da alimentagdo dos animais em sistemas nao
intensivos ou semi-caipiras € bem menor, visto que alguns produtores até substituem a
ragdo por milho em grdo, porém a desvantagem € que os animais dependem da
suplementagdo nutricional que vira da pastagem, que nem sempre € satisfatoria, e além
do mais a comparagdo do frango caipira com o industrial ndo esta relacionado com o custo
de produ¢do, mas sim com a qualidade da carne advinda dos dois sistemas de criagdo dos
animais.

Quando se cria um animal em regime semi-caipira, esse animal tende a ter as

condigdes de bem-estar mais respeitadas, pois permanece em um ambiente menos
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estressante e mais parecido com o que seria o natural, o que interfere diretamente na
qualidade da carne em relagdo ao frango em completo confinamento (NAZARENO et al ,
2008).

Apesar das vantagens relacionadas a qualidade da carcaga na produgdo menos
intensiva, devido a crescente procura pelo consumo e producdo do mercado avicola,
houve a necessidade da mudanga do processo, que levasse uma maior otimizagdo da
produ¢do com o auxilio de tecnologias, e assim a produgdo industrial se tornou a grande
responsavel pelos dados expressivos que o Brasil tem no mundo (BELUSSO E
HESPANHOL, 2010).

A producido de frangos de corte no Brasil atinge niveis tecnologicos muito
avan¢ados, até mesmo quando comparados com o0s paises mais modernos do mundo,
auxiliando assim, no abastecimento de proteina com menor valor para a populagdo e
contribuindo para a economia do pais. A cria¢do industrial investe em melhoramento
genético dos animais, o que leva a criagdo de animais que comem menos e engordam
mais, que possuem um abate mais precoce, uma melhor produgdo e maior sobrevida, de

acordo com Richetti e Santos (2000) e Grieser (2015).

2.3. Salmonella spp e sua relacio com a Saude Publica

Nos ultimos tempos, as chamadas DTAs (Doengas Transmitidas por Alimentos)
estdo cada vez mais em evidéncia devido a necessidade de controles cada vez mais rigidos
para que os alimentos que consumimos sejam inocuos. Um dos microrganismos que mais
causam surtos pela ingestdo de alimentos contaminados sdo as bactérias do género
Salmonella spp., que tem nos humanos e nos animais seu reservatorio natural
(SHINOHARA et al., 2008). Mas o local onde elas habitam podem variar em trés
categorias, com base no hospedeiro: muito adaptadas ao homem, incluindo S. Typhi e S.
Paratyphi A, B e C, que causam febre entérica (febres tifoide e paratifoide), muito
adaptadas aos animais, que sdo S. Dublin em bovinos, S. Choleraesuis e S. Typhisuis em
suinos, S. Abortusequi em equinos, S. Pullorum e S. Gallinarum em aves; e a categoria
que mais possui espécies, que acometem tanto humanos quanto animais, as chamadas
salmonelas zoonéticas, que causam enterocolite (MS, 2011).

Os animais que mais contribuem para a distribuigdo do agente sdo as aves e 0s
bovinos, mas outros animais também podem contribuir para isso, ja que existem

portadores que ndo apresentam sintomatologia. Sua presenga no meio ambiente e em
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alimentos auxiliam a ampla distribui¢do deste microrganismo e justificam sua grande
importancia na saiude da populagio mundial, exigindo medidas de controle
(SHINOHARA et al., 2008). Mesmo com numeros que impressionam, ha a probabilidade
dos reais indices de Salmoneloses na populagdo serem desconhecidos, ja que quadros de
problemas gastrointestinais em sua maioria ndo exigem atendimento médico e portanto,
ndo entram nas estatisticas oficias de registro dos agravos associados a ingestdo de
alimentos (SANTOS et al., 2002). Entre 2007 e 2014 foram notificados 450 surtos de
Salmoneloses no Brasil, mas estima-se que este numero seja bem maior (MS, 2011).

A alta prevaléncia de Salmonella spp. em alimentos € algo que tem que ser
combatido principalmente em paises em desenvolvimento, j& que seus sintomas sao
inespecificos, acarretando em diagndsticos equivocados e levando a problemas no
sistema de satide do pais em questdo. E uma bactéria de trato digestivo, que causa severas
infecgdes pela ingestdo de alimentos contaminados, pois a maioria das variagdes do
género do agente apresentam patogenicidade ao ser humano, porém com diferentes sinais
e sintomas dependendo do mecanismo do sorotipo capaz de causar doenga e o sistema
imune do paciente infectado (SHINOHARA et al., 2008; PINTO et al., 2004).

A doenga € uma zoonose que possui alta porcentagem de morbidade e dificil
controle, além de ter um alto custo de tratamento, sendo assim, 0s paises se interessam
pela prevengdo desta infec¢do. Além dessas preocupagdes, o Brasil deve ter um controle
cada vez mais eficiente de Salmonella spp., ja que exporta grande quantidade de carne de
aves e bovinos, evitando assim os embargos econdmicos impostos pelos paises
importadores de produtos brasileiros (SHINOHARA et al., 2008). Mas o problema néo ¢
s6 no Brasil, estima-se que ocorrem um milhdo de casos de Salmonelose todos os anos
nos Estados Unidos, em sua minoria com hospitalizagdes e mortes. A doenga dura em
média 4 a 7 dias e na maioria dos casos o paciente se recupera sem a necessidade de
hospitalizagdo, porém em casos mais raros o paciente necessita de tratamento (CDC,
2017).

A manifestacdo clinica das salmoneloses inclui problemas entéricos que podem
ser cronicos ou agudos, podendo causar osteomielite, artrite, septicemias e hepatite. O
agente entra no corpo do hospedeiro por via oral, penetra a mucosa do intestino e causa
enterocolite aguda, levando a um quadro de diarreia ndo sanguinolenta, mas em casos
mais raros, com a presenga de sangue. Sal/monella possui ainda a capacidade de
multiplica¢do em macrofagos, o que permite uma maior permanéncia e dispersao no

organismo do hospedeiro (MS, 2011).
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Segundo o Ministério da Saude (2011), ndo sé alimentos de origem animal sdo
veiculos de transmissdo do patdgeno, mas também frutas e hortaligas. Nestes casos a
contaminag¢io dos alimentos que ndo sdo de origem animal ocorre de forma indireta por
meio da dgua contaminada. Nos alimentos de origem animal a contaminagio ocorre de
forma direta ou indireta durante a producdo, processamento, armazenamento e
manipulagdo dos mesmos. Essa disseminagdo ocorre principalmente pelas bactérias do
género Salmonella spp colonizarem o intestino e conseguirem ser eliminadas por via
fecal, se tornando uma das principais fontes de contaminag¢do. No caso das aves, a
colonizagdo pode ocorrer nas primeiras semanas de vida, se tornando uma possivel fonte

de contaminagdo até o término do processamento do produto (ANDRADE et al., 2007).

2.4. Resisténcia a antimicrobianos

Na epidemiologia das doengas entéricas causadas por Salmonella spp., 0os animais
ocupam lugar de destaque, sendo uma fonte de infecgdo de complexo controle,
excepcionalmente os sorotipos que sdo adaptados aos humanos, com manifestacio
gastrentérica. A este enredo, € somado a resisténcia antimicrobiana das bactérias do
género Salmonella spp., que aumentou 14% entre 1970 e 1980, o que inclui resisténcia a
antimicrobianos do grupo fluoquinolona, conforme dados do Ministério da Saude (2011).
Em estudos realizados no Brasil, México, Coldmbia, Argentina e Venezuela, as cepas
analisadas eram resistentes a diversos antimicrobianos e por esta razao o assunto tem
ocupado cada vez mais os espagos de debates entre academia, industria e governo
(QUESADA et al, 2016).

A instauragdo desta resisténcia € um perigo para a saude tanto animal quanto
humana, o que € objeto importante de estudos da OMS — Organizagdo Mundial de Saude
nos ultimos tempos, tentando encontrar alternativas para a situa¢do. Foi encontrado no
sudeste da Asia, de 50% de Salmonella Typhi resistente ao cloranfenicol, tetraciclina e
ampicilina, e o uso de fluoroquinolonas ¢ muito grande, excetuando-se no tratamento de
criangas, para as quais esta € substituida pela ceftriaxone. A terapéutica antimicrobiana
exige o conhecimento ou desconfianga de qual é o agente da infecgdo e sua sensibilidade
ao mecanismo de agdo do antimicrobiano, sendo necessaria a prescri¢do da devida
posologia, dose duragido que auxilie no controle da infec¢do, diminuindo assim, os perigos

do aumento da resisténcia da bactéria aos antimicrobianos (MS, 2011).
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Na avicultura, os agentes antimicrobianos sdo utilizados como promotores de
crescimento para os animais na alimentagdo, na forma terapéutica e profilatica, que
juntamente com as bactérias comensais do intestino dos animais pode controlar
Salmonella spp., porém essas medidas vém provocando uma pressao seletiva e causando
0 aumento na resisténcia dos microrganismos aos medicamentos antimicrobianos,
principalmente tetraciclinas e estreptomicina, segundo Ribeiro et al., (2008). Mas a
resisténcia a tetraciclina ja era esperada, visto que o mesmo foi utilizado na ragdo dos
animais até o fim da década de 1990, quando foi proibido (RIBEIRO et al., 2006).

Segundo Rezende et al. (2005), a resisténcia antimicrobiana varia de acordo com a
de origem das bactérias, seja humana ou animal, onde geralmente as de origem humana
sdo resistentes a penicilina, enquanto as de origem animal s3o geralmente resistentes a 3-
lactdmicos e tetraciclinas. O problema ocorre devido a resisténcia cruzada e multipla pelo
uso indiscriminado de antimicrobianos na medicina humana e veterinaria, visto que
ocorrem tratamentos inadequados de humanos sem a devida posologia e tempo de
durag¢do, além do uso de promotores de crescimento na produ¢do animal.

Estudos indicam que 51% dos sorotipos de Sa/monella spp. apresentam resisténcia
a pelo menos um principio ativo comercial, e gentamicina e cloranfenicol foi o menor
percentual de resisténcia. Os niveis medidos indicam que o uso de antimicrobianos em
granjas e outros tipos de produgdo deve ser feito com cautela, diminuindo assim, a

quantidade de cepas resistentes aos medicamentos utilizados (PANDINI et al., 2014).

3 MATERIAL E METODOS

3.1. Local de realizacio da coleta

A coleta das amostras foi realizada em um Abatedouro Frigorifico de aves
localizado na regido do tridngulo mineiro, que trabalha sob fiscalizagdo do servigo de
inspe¢do municipal. Neste estabelecimento sdo abatidas aves oriundas dos sistemas de
producdo caipira, semi caipira e industrial, sendo abatidos 1.200 animais por dia, e o abate
ocorre em média duas vezes por semana. As carcagas sdo comercializadas pelo
estabelecimento na forma de cortes ou inteiras. Eram abatidos animais dos diferentes tipos
de produc¢do, sem seguir uma ordem. A agua do chiller e do tanque de escaldagem ndo

era trocada a cada sistema de criagdo que passava a ser abatido.



16

3.2. Coleta das amostras

Durante os meses de janeiro a outubro de 2018 foram feitas oito (8) visitas para
coleta de 39 amostras de carcagas em dois pontos da linha: 15 oriundas de produgdo
caipira, 10 de produg@o semi-caipira e 14 sistema industrial. Os pontos do abate
selecionados para coleta foram: Apos 3 minutos de sangria e antes da escaldagem (Ponto
A) e na saida do tanque de pré-resfriamento (Ponto B), na mesma carcaga, a qual era
marcada com o uso de um lacre para identificagdo logo apos a coleta no ponto A, para
uma segunda coleta da mesma carcaga no ponto B. A coleta foi feita através do enxague
superficial da carcaga (CASON et al., 2005, adaptado) com 500 ml de salina (0,75%)
esterilizada. O enxague foi realizado com o animal na propria linha de abate sendo
necessario apenas coloca-lo dentro de saco esterilizado e em seguida massageado o
conjunto (carcaga e salina) por 30 segundos.

Apds a coleta, as amostras permaneceram resfriadas em isopor com gelo até a
chegada ao Laboratério de Inspeg¢do e Tecnologia de Produtos de Origem Animal da

FAMEV-UFU, onde foram processadas.

3.3. Identificacao de Salmonella spp

No Laboratorio de Inspecdo e Tecnologia de Produtos de Origem Animal da
FAMEV - UFU, foram seguidos os padrdes internacionais para o isolamento de
Salmonella (ISO 6579). Para tanto, 30 ml de cada homogenato foram transferidos para
um frasco de vidro contendo 30 ml de solugdo 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 contendo o homogenato
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, foi realizada a semeadura em placas de Agar SS
(Agar Salmonella Shigella, Micromed) e Agar XLD (Agar de Desoxicolato-lisina-xilose,
Oxoid), incubando-as a 37°C/24 horas.
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As colonias tipicas de Salmonella spp, (vermelho-amareladas, isoladas e com
centros pretos) 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 segundo o Ministério da Saude (2011) de LIA (coloragio
purpura da base e, quando esta ndo ocorre, a cor amarela, vermelho-cobreado no apice e
negro da base até a por¢do central do tubo) e/ou TSI (apice e base amarelados com ou
sem a formagdo de gas, com precipitado negro) foram transferidas para tubos com 10 mL
de agua peptonada 1% (Oxoid) e incubadas em estufa a 37°C por 24h. A etapa final
consistiu em retirar otubos 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 confirmagdo por metodologia molecular.

A confirmacgio dos isolados suspeitos foi feita através de PCR, tendo como alvo o
gene ompC, responsavel pela codificagdo de oligoproteinas externas da membrana da
Salmonella e ¢ considerado um dos genes mais especificos para identificacdo e
confirmagdo deste micro-organismo (ALMEIDA et al., 2014). A reacdo PCR para
detecgdo de Sal/monella spp foi feito no Laboratorio de Biotecnologia Animal Aplicada
da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Uberlandia. Para a
realizagdo do PCR, coldnias suspeitas isoladas na etapa anterior dessa metodologia, foram
submetidas a extragdo e purificagdo de DNA, utilizando o Kit de purificagdo Wizard
Genomic DNA (Promega Corp., Madison, WI). O DNA extraido sera entdo utilizado para
areagdo de PCR. serdo preparadas rea¢des com volume de 25uL. sendo formados por 2puL.
de DNA da amostra, 12,5uL de GoTaq Green Master Mix (Promega), 8,5uL de agualivre
de nuclease (Promega) e 1ul de cada primer (gene ompC: ompC-F 57-
ATCGCTGACTTATGCAATCG-3” e ompC-R 57-CGGGTTGCGTTATAGGTCTG-
3”) com concentragdo de 10pmol/uL. As condigdes utilizadas para a rea¢do foram: 95°C
por 2 minutos para desnaturagdo inicial, 30 ciclos de 95°C por 30 segundos para
desnaturag@o, S7°C por 1 minuto para anelamento, 72°C por 1 minuto para extensio, e
apos o término destes 30 ciclos, 72°C por 5 minutos para extensdo final. Os produtos do
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.
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3.4. Resisténcia a antimicrobianos

Os isolados confirmados como Sa/monella, foram avaliados quanto a resisténcia
a antimicrobianos. Cada isolado foi reativado em TSB a 37°C até que atingiu a turbidez
de aproximadamente 0.5 na escala MacFarland. Cada cultura foi espalhada na superficie
de uma placa contendo Agar Miiller Hinton. Os antimicrobianos testados foram:
Ampicilina (AMP), Azitromicina (AZI), Cefalexina (CFE), Cefotoxima (CTX),
Ceftriaxona (CRO), Ciprofloxacina (CIP), Meropenem (MER), Neomicina (NEO) e
Tobramicina (TOB). As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas e o resultado foi
dado apds andlise do tamanho do halo de inibi¢do formado ao redor do disco de
antimicrobiano, que foi medido em centimetros utilizando uma régua. Baseados nesses
resultados e seguindo o CLSI (2003), os isolados foram classificados como resistentes

(total ou parcial) ou sensiveis ao antimicrobiano..

3.5. Analise de dados

Os resultados de presenca de Sal/monella spp e resisténcia a antimicrobianos foram
planilhados (Excel®) para avaliag@o da frequéncia de positividade em cada etapa do abate
e também do perfil de resisténcia de cada isolado. A comparagido entre ocorréncia de
Salmonella spp e tipo de criagdo foi feita pelo Teste Exato de Fisher utilizando o programa

GraphPad Instat (P<0,05).

4 RESULTADOS

Apds o isolamento das colonias suspeitas e confirmagdo por PCR (gene ompC) foi
possivel identificar carcagas positivas para Salmonella spp oriundas de todos os sistemas
de criagdo e a frequéncia de positividade esta apresentada na tabela 1. Nota-se que o
sistema de produg@o semi caipira apresentou a frequéncia aparentemente superior de
carcagas positivas para o patogeno (25% das carcagas amostradas) quando comparadas

aos sistemas semi caipira (14%) e caipira (10%), porém, sem diferenga estatistica.

Tabela 1. Frequéncia de resultados positivos para Salmonella spp obtidos de 39 carcagas
de frango (14 de sistema de produgdo industrial, 10 semi caipira, e 15 caipira) em duas
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etapas do abate (A: imediatamente apos a sangria; B: imediatamente apds a saida do
chiller).

Sistema de Criacio

Etapa do

Total
abate Industrial Semi caipira Caipira
Etapa A 1/14 3/10 1/15 5/39
Etapa B 3/14 2/10 2/15 7/39
Total 4/28 5720 3/30

*P>0,05 para as comparagdes feitas entre etapas do abate e entre tipos de criagdo

Conforme observa-se na tabela 1, a etapa B do abate apresentou frequéncia de
positividade ligeiramente superior a etapa A. Dentre as 39 carcacgas avaliadas, trés
carcagas, sendo uma de cada sistema de produgdo, apresentaram positividade para
Salmonella spp em ambas as etapas do abate.

A partir das carcagas positivas foi possivel obter 13 isolados confirmados para

Salmonella spp que foram testados para resisténcia a antimicrobianos (tabela 2).
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Tabela 3. Padrio de resisténcia de Sa/monella spp isoladas de carcagas de frango oriundas de trés sistemas de criag@o (industrial, semi caipira e

caipira) em duas etapas do abate (A: apos a sangria; B: apos a saida do chiller).

Amostra* Sistema de criagio Antimicrobianos™

AMP CIP AZI CFL TOB CFE CTX NEO MER  CRO
S4h Caipira SENS.  SENS.  RESIST. SENS.  RESIST. SENS. SENS.  SENS.  INTERM. SENS.
$54 Caipira SENS.  SENS.  RESIST. RESIST. INTERM. SENS. SENS.  SENS.  SENS.  SENS.
S6 Caipira SENS.  INTERM. RESIST. SENS.  SENS.  SENS. SENS.  SENS.  SENS.  SENS.
S1B Industrial SENS.  INTERM. RESIST. SENS.  SENS.  SENS. SENS.  SENS.  SENS.  SENS.
S2B Industrial RESIST. INTERM. SENS. RESIST. INTERM. RESIST. SENS.  SENS.  SENS.  SENS.
S3 Industrial RESIST. RESIST. RESIST. SENS.  INTERM. SENS. SENS.  SENS.  SENS.  SENS.
S9¢ Industrial RESIST. RESIST. SENS. SENS. INTERM. SENS. SENS.  SENS.  SENS.  SENS.
S10°¢ Industrial RESIST. RESIST. SENS. SENS.  SENS.  SENS. SENS.  SENS.  SENS.  SENS.
S7 Semi caipira RESIST. INTERM. SENS. RESIST. SENS.  RESIST. INTERM. INTERM. SENS.  SENS.
S8 Semi caipira INTERM. INTERM. SENS. RESIST. RESIST. SENS. RESIST. RESIST. RESIST. RESIST.
S11 Semi caipira RESIST. RESIST. SENS. SENS.  SENS.  SENS. SENS.  SENS.  SENS.  SENS.
S12P Semi caipira RESIST. RESIST. SENS. SENS.  SENS.  SENS. SENS.  SENS.  SENS.  SENS.
S13P Semi caipira RESIST. INTERM. SENS. INTERM. SENS.  SENS. SENS.  SENS.  SENS.  SENS.

*A: dois isolados obtidos na mesma carcaga na etapa A; B: isolados obtidos em uma mesma carcaga na etapa A e B, respectivamente; C: isolados
obtidos em uma mesma carcaga na etapa A e B, respectivamente; D: isolados obtidos em uma mesma carcaga na etapa A e B, respectivamente.
**MER (Meropenem), CFE (Cefalexina), CTX (Cefotaxima), CIP (Ciprofloxacina), NEO (Neomicina), CFL (Cefalotina), AZI (Azitromicina),
CRO (Ceftriaxona), TOB (Tobramicina) e AMP (Ampicilina).
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Dentre os antimicrobianos testados o que mais apresentou resisténcia pelas cepas foi
Ampicilina (AMP) com 8 isolados resistentes, € 0 que menos apresentou resisténcia foi
Ceftriaxona (CRO) com apenas 1 isolado resistente. O sistema de produgdo com maior

resisténcia foi o sistema industrial e semi caipira (tabela 2).

5 DISCUSSAO

A baixa ocorréncia de positividade de Sa/monella spp em carcagas de frango do tipo de criagdo
caipira (10%), também foi encontrado em um estudo com aves caipiras no Distrito Federal obtido por
Guimardes (2006). No referido trabalho, houve o resultado de nenhuma amostra positiva para
Salmonella spp neste tipo de criagdo, justificado possivelmente por animais oriundos deste sistema
de produ¢do nio serem tdo expostos a patdgenos quanto os animais criados em granjas. Segundo o
autor, além de haver menor presenca de Salmonella spp no meio, pelos animais estarem em sistema
de criagdo livre podem adquirir resisténcia a este e outros patogenos. Das trés amostras desse tipo de
cria¢do, duas foram encontradas no ponto B de coleta, e uma no ponto A, indicando que a carcaga
pode ter se contaminado durante o abate possivelmente de maneira cruzada. Segundo Ruckert et al
(2009), os pontos criticos do abate possuem uma alta contaminagdo do microrganismo,
principalmente durante escaldagem, evisceragdo e pré-resfriamento.

A existéncia de mais de uma fonte de contaminag@o e ndo apenas aquela originalmente presente
no animal pode ser demostrada também pelo resultado de resisténcia aos antimicrobianos das cepas
avaliadas. Carcagas foram confirmadas como positivas para Salmonella spp em ambos os pontos de
abate, porém os isolados apresentaram perfis distintos de resisténcia antimicrobiana (tabela 2),
podendo indicar que o animal estava contaminado com duas cepas distintas, ou que houve troca de
plasmideos entre os microrganismos ou ainda que ocorreu contamina¢do cruzada durante o abate
(VAZ, 2009).

As carcagas originarias do sistema industrial apresentaram prevaléncia de Salmonella spp bem
proxima aos resultados obtidos para o sistema caipira (14%). O valor ligeiramente superior pode ser
resultado do sistema de produgio, equipamentos e intensificagdo que podem favorecer a disseminagio
de Salmonella spp e outros microrganismos (BERCHIERI e MACARI, 2000, GOMES FILHO et al.,
2014). No sistema de producdo industrial, das quatro carcagas positivas para Salmonella spp, trés
foram encontradas no ponto B de coleta, enquanto apenas uma das amostras foi coletada no ponto A,
também podendo indicar que a carca¢a pode estar se contaminando durante o processo de abate. Colla
et al (2012), demostraram, por exemplo, presenga de Sa/monella spp na agua utilizada no chiller, o

que pode contaminar a carcaga durante o processamento, e visto que no local de coleta a agua do
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chiller ndo ser trocada entre o abate de aves de diferentes sistemas de produ¢do, sendo uma possivel
fonte de contaminagao.

Ja no sistema de produgdo semi caipira (prevaléncia de 25% das carcagas avaliadas), das cinco
amostras confirmadas, duas foram no ponto de coleta B e trés no ponto de coleta A. Para este sistema
a dinamica de contaminagdo € ligeiramente diferente, indicando que além da contaminag¢do existente
na linha de processamento, o animal ja chega contaminado no frigorifico pelo seu sistema de criagao,
que ¢ mais intensivo que o sistema caipira (GUIMARAES et al., 2006), e além do mais a coleta no
ponto A era com o animal ainda com penas, que pode explicar a contaminago, onde ele poderia estar
sujo de fezes dele mesmo e de outros animais que compartilharam da mesma gaiola no transporte até
o estabelecimento de abate.

Houve uma maior quantidade de isolados encontrados no ponto B de abate, podendo indicar
um maior risco de contaminagido durante o processamento no frigorifico, o que ocorre devido ao
maior uso de equipamentos segundo Vaz (2009). Além do mais, o risco de contaminagio cruzada ¢
muito alto quando um animal chega ao frigorifico, um resultado encontrado por Neitzke (2017)
mostra que mesmo que um abatedouro tenha boas praticas de fabricagdo e controle dos pontos
criticos, ha um risco muito grande de contaminagdo durante o abate devido a existéncia de animais
assintomaticos que chegam ao estabelecimento, além da contaminagao pelos proprios manipuladores
mesmo com higienizagdo correta.

Das amostras confirmadas que foram testadas com antibioticos, do sistema de produgdo
industrial, 2/5 amostras foram resistentes a pelo menos 3 antibi6ticos citados no presente trabalho,
enquanto 2/5 foram resistentes a 2 antibidticos de amplo espectro, o que € possivel ser explicado pelo
uso de promotores de crescimento na ragdo destes animais, conforme afirmado por Cortez et al
(2006), além do uso incorreto nas doses de medicamentos tanto na medicina humana quanto animal..

No sistema de produgdo caipira, das 3 amostras confirmadas, 2/3 sdo resistentes a pelo menos
2 antibioticos, enquanto 1/3 € apenas para um antimicrobiano. A resisténcia em comum entre oS
isolados encontrados neste sistema de criagdo foi do antibidtico Azitromicina, que € um dos
antibioticos mais comuns e ao longo do tempo vem apresentando uma maior resisténcia de patogenos,
o que ¢ demonstrado desde de trabalho publicado por Reis e colaboradores (1995). A baixa resisténcia
encontrada neste tipo de produgdo pode ser explicada pelo ndo uso de promotores de crescimento,
além do manejo menos estressante, o que pode diminuir os riscos da contaminagio destes animais
(RIBEIRO et al.; 2008).

Em frangos criados em sistemas semi caipira, as amostras coletadas foram mais resistentes ao
antibidtico Ampicilina, e um dos isolados apresentou resisténcia a 6 dos 10 antibidticos testados, e 3

amostras resistentes a pelo menos 2 dos antibioticos, resultado parecido com o que foi encontrado
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por Pandini et al. (2015). As resisténcias das bactérias a esse antibidtico vém aumentando ao longo
dos anos pelo uso comum em enterites em humanos (OLIVEIRA, 2006).

Dos antibioticos testados, os que tiveram menor indice de resisténcia foram Meropenem que €
utilizado em casos que a bactéria ja apresentou resisténcia a outros antimicrobianos (SOUZA, et al.
2018); Cefotaxina, Neomicina e Ceftriaxona tiveram uma baixa incidéncia de resisténcia, resultado
que ja foi encontrado em trabalhos realizados anteriormente (MEDALLA et al., 2017). Ja os que
apresentaram maior indice de amostras resistentes foram Azitromicina, Ciprofloxacina e Ampicilina,
que pode ser explicado pelo seu maior uso inclusive na medicina humana, além do uso néo ser tio
controlado na medicina veterinaria, sendo muitas vezes utilizado de forma incorreta, resultando em

aumento da resisténcia (BORGES et al., 2017).

6 CONCLUSAO

O presente trabalho indicou a ocorréncia de Salmonella spp em diferentes sistemas de produgdo
e em diferentes fases de abate. A etapa apos o chiller foi aquela com maior nimero absoluto de
carcagas positivas, indicando necessidade de maior controle por parte do estabelecimento. Uma
menor resisténcia antimicrobiana encontrada em alguns isolados foi justificada pela auséncia da
utilizagdo de promotores de crescimento e antibioticoterapias indiscriminadas. Além disso, muitos
isolados foram multirresistentes, o que significa um grande risco para a saude humana, pois a enterite
e outros problemas causados por Salmonella spp sdo muito comuns, e com antibidticos cada vez

menos efetivos, ha o risco da doenga se agravar ainda mais.
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