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RESUMO

A avicultura se destaca mundialmente como uma produ¢do de grande escala, rentavel,
altamente tecnificada, com 6timos indices de qualidade e com proje¢des de crescimento
na produ¢do, exportacdo e consumo. Assim como acontece em outros animais de
producdo, as aves podem ser carreadoras de microrganismos patogénicos que
comprometem a qualidade da carne e a saide do consumidor, dentre eles destaca-se a
bactéria do género Salmonella spp. A salmonelose ¢ uma doenga de carater zoonotico,
causadora de manifestacdes gastroentéricas e sua gravidade varia de acordo com a
susceptibilidade do hospedeiro, a carga de infeccdo e o perfil de viruléncia expressado
pelo patogeno. O objetivo do trabalho foi identificar e caracterizar o perfil de viruléncia
de Salmonella spp isoladas de carcacas de frangos abatidos em um abatedouro frigorifico
localizado em Uberlandia. Para isso, foram coletadas amostras por enxague superficial
de 90 carcacas de frango em duas etapas do abate (A = apds a sangria e antes da
escaldagem; B = apos a saida do tanque de pré-resfriamento). A identificacdo de
Salmonella spp em cada amostra foi feita de acordo com a ISO 6579 e para confirmagao
foi utilizada PCR (geneompC). Os isolados confirmados foram testados para os genes de
viruléncia: agf, Ipf, sefA e invA. Dos 10 isolados confirmados para Sa/monella spp, todos foram
identificados como sendo pertencentes ao sorovar Newport, 30% foram positivos para o gene
A e todos foram negativos para os demais. Compreende-se que apesar da baixa prevaléncia
destes genes no microrganismo analisado, ainda ha o risco de aquisi¢do destes dentro do fluxo de
produgio via transferéncia direta entreas bactérias. Desse modo, a presenga de Salmonella com
potencial patogénico ¢ uma realidade dentro da linha de abate, evidenciando a importancia de
programas de autocontrole e higiene operacional desde a granja até o abatedouro,com o intuito
de reduzir a presenca de patdogenos, produzir um alimento indcuo e preservar a saide do
consumidor.

Palavras-chave: Avicultura. Genes de viruléncia. Patdgeno alimentar. Zoonoses.



ABSTRACT

Poultry stands out worldwide as a large-scale, profitable, highly-skilled production with
excellent quality indices and growth projections in production, export and consumption.
As in other production animals, such as birds can be foundin microorganisms pathogenic
to meat compromise and consumer health, among which is a bacterium of the genus
Salmonella spp. Salmonella is a zoonotic disease that causes gastroenteric manifestations
and its severity varies according to the host susceptibility, the infection load and the
virulence profile expressed by the pathogen. The objective of this work was to identify
and characterize the virulence profile of Salmonella spp the carcasses of chickens
slaughtered inachrome slaughterhouse located in Uberlandia. For this purpose, the
superficial surface samples of 90 degrees of chicken were collected in two stages (A =
after bleeding and before scalding, B = after the exit of the pre-cooling tank). Salmonella
spp was measured according to ISO 6579 and was based on PCR (ompC gene). The
confirmed mice were tested for the virulence genes: agf, Ipf, sefA and invA. 10 colony
were confirmed for Salmonella spp, and all were considered as belonging to the Newport
serotype, 30% were positive forthe invA gene and all were negative for the others.
Understanding the genes of microorganisms in their microinsurance systems, there is still
the risk of obtaining most of the flow of production through direct transfer between
bacteria. Thus, the presence of Salmonella with pathogenic potentialis a reality in the
slaughterhouse, evidencing the importance of program sofself- control and operational
hygiene from the farm to the slaughterhouse, in order to protect the consumer.

Key-words:Food pathogen. Poultry farming. Zoonoses. Virulence genes
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1 INTRODUCAO

A avicultura é uma area de produ¢do muito importante no mundo inteiro e continua
em constante crescimento e desenvolvimento. Os paises que mais produzem carne
avicola sao os Estados Unidos, Brasil, Unido Europeia, China e india (USDA, 2019). No
Brasil, a producao de frangos de corte atinge niveis tecnologicos avancados e intensivos,
auxiliando assim, no abastecimento de proteina com valor mais acessivel para a
populagdo e contribuindo para a economia do pais (RICHETTI et al., 2000).

A produgao de carne de frango brasileira ¢ a segunda maior do mundo, tendo
produzido um total de 13,06 milhdes de toneladas no ano de 2017 e destas, 67% foram
destinadas ao mercado interno, enquanto 33% para exportacao (ABPA, 2018). O estado
de Minas Gerais representa 7% do abate inspecionado de aves (IBGE,2018), sendo
Uberlandia o municipio que se destaca como o maior criador, representando 12% de
participacao nos indices do estado (PPM, 2017).

Os diferentes sistemas de criacdo de frango se diferem quanto a forma de
alimentagdo e local de produgdo. A partir da modernizacao do setor, iniciou-se o sistema
de producdo integrado, em que as grandes empresas fornecem subsidios para que
pequenos produtores criassem as aves que eles iriam abater mediante a comprovacao de
estrutura adequada para recebimento dos animais (RODRIGUES et al., 2014; TAVARES
et al., 2007). Devido a isso, a avicultura nacional criou condi¢des para que se tornasse
competitiva mundialmente (RODRIGUES et al., 2014; BELUSSO et al., 2010).

O frango caipira ¢ criado de forma a mimetizar o ambiente natural, ingerindo
pastagens, insetos, entre outros (SILVA et al., 2003). Em consequéncia disto, o tempo de
produgdo se eleva, junto com ela a deposi¢@o de carne na carcaca e o aumento de pele
(SANTOS et al., 2005). Segundo a Normativa Brasileira (NBR) 16389:2015 que
padroniza a criagdo de frangos caipira, os animais sdo confinados até os 30 dias de vida
e, posteriormente, mantidos em piquetes e a utilizacdo de suplementacdo com minerais
deve ser minima. O abate € realizado com o minimo de 70 dias e o uso de medicamentos
¢ permitido somente para tratamento do plantel, ndo sendo administrado profilaticamente
(ABNT, 2015).

A vantagem dos sistemas nao intensivos de cria¢do ¢ o fornecimento de maior bem-
estar, promovendo um ambiente parecido com o natural, reduzindo o estresse dos animais
e melhorando a qualidade da carne (NAZARENO et al., 2008; SAVINO et al., 2007). No

entanto, esse tipo de sistema pode colocar em duvida a qualidade do controle sanitario



realizado e também os niveis de carga microbiologica nestes ambientes, devido a forma
de criagdo ndo impor um manejo tdo completo quanto o que ¢ realizado em granjas
tecnificadas, refletindo diretamente no produto final (BELUSSO et al., 2010).

Independentemente do sistema de criagdo utilizado na produg¢ao avicola, o controle
sanitario dos lotes de animais ¢ extremamente importante, pois a carne de frango tem um
importante destaque na transmissdo da bactéria Salmonella spp, podendo levar a
ocorréncia de casos de salmonelose, doenga de carater zoonotico, que pode se caracterizar
com sinais clinicos de diarreia, dor abdominal e, em casos mais severos, levar o doente a
morte (WHO, 2017). As infecgdes por esta bactéria sdo determinadas pela situagdo
imunolégica do hospedeiro e a capacidade de causar a doenga expressa pelo
microrganismo. Ou seja, a susceptibilidade do hospedeiro vai de encontro a viruléncia
expressada pela bactéria (VIEIRA,2009).

Os fatores de viruléncia sdo expressos em regides moveis ou especificas do DNA
da bactéria e determinam a potencialidade do microrganismo em causar alguma
enfermidade (VAN ASTEN et al., 2005). A pesquisa destes genes ¢ de extrema
importancia para identificar ¢ mensurar a patogenicidade da bactéria, de modo que esta
descri¢ao seja um agente facilitador na constru¢do de medidas de controle e fiscalizagdo
(MENDONCA,2016).

O presente trabalho tem como objetivo identificar e caracterizar o perfil de
viruléncia de Salmonella spp isoladas de carcagas de frango, abatidos em um abatedouro

frigorifico localizado em Uberlandia-MG.
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2 REVISAO LITERATURA

2.1 Importancia economica da avicultura

A avicultura caracteriza-se mundialmente pela producdo intensiva e constante
evolucdo e neste cenario o Brasil tem grande importancia para o abastecimento do
mercado nacional e internacional (WINCK et al., 2012). Considerando a avicultura
mundial, os Estados Unidos se destaca como maior produtor de frango, seguido por Brasil
e Unido Europeia. Dentre os maiores paises importadores, destacam-se o Japao, seguido
de Hong Kong e México. Entre os exportadores destaca-se o Brasil, que desde 2005 ¢
lider mundial neste segmento, seguido por Estados Unidos e Unido Europeia (ABPA,
2018; WINCK et al., 2012).

A produgdo de carne de frango brasileira ¢ a segunda maior produ¢do do mundo,
tendo produzido um total de 13,06 milhdes de toneladas de carne de frango no ano de
2017 e destas, 67% sdo destinadas ao mercado interno, enquanto 33% para exportacao
(ABPA, 2018). Dentre os produtos exportados o volume total se divide em cortes (63%),
frango inteiro (29%), salgados (3%), industrializados (3%) e embutidos (2%). Entre o
periodo de 2006 ¢ 2017, a variagdo do faturamento foi de US$ 4.023 milhdes,
evidenciando o impacto da cadeia avicola no mercado mundial (ABPA, 2018). Além
disso, movimenta a economia com cerca de 3,5 milhdes de trabalhadores envolvidos
direta e indiretamente na cadeia produtiva (ABPA, 2018).

A avicultura brasileira se concentra nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste do pais
(IBGE, 2018). O Sudeste ¢ a segunda maior regido produtora e abateu cerca de 17% da
produgdo nacional em 2018 (ABPA, 2018). O estado de Minas Gerais representa 7% do
abate inspecionado de aves, representando um total de 988 milhdes de toneladas de
frango (IBGE, 2018). A regido do Triangulo Mineiro representa 22% do plantel do
estado, sendo Uberlandia o municipio que se destaca como o maior criador, com 12% de
participacao nos indices do estado (PPM, 2017).

O Brasil também se destaca em relagdo ao consumo per capta de carne de frango
mundial e, além dele, destacam-se também paises como Estados Unidos, Unido Europeia
e China (USDA, 2019). A média dos brasileiros em relacdo ao consumo de carne de
frango no ano de 2017 foi de 42,07 Kg/pessoa € vem se mantendo constante nos ultimos
anos (ABPA, 2018). Esse consumo de carnes ¢ correlacionado com a renda familiar,

escolaridade, composicao familiar, de modo que a carne de frango, quando analisada em
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relagdo ao preco, da a oportunidade de maior parte da populagdo consumir um produto
nutricionalmente adequado e economicamente acessivel em relacdo as demais
(AGUIAIS et al., 2015; TRAVASSOS et al., 2017).

As projecdes do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
estimam um crescimento de 3,0% por ano na produgdo de carne de frango no periodo de
2017/18 até 2027/28, sendo essa a maior projecao de crescimento dentre as carnes. Desse
modo, espera-se que no ano de 2028 a producdo seja de 17,264 milhdes de toneladas,
representando um aumento de aproximadamente 29,1% em relacdo a década anterior.
Além disso, espera-se a elevagdo do consumo de frango no Brasil em 2,6% por ano no
mesmo periodo, atingindo 12,2 milhdes de toneladas no ano de 2028 com o consumo per
capita chegando a 56,7 kg. Para exportacdes espera-se ainda que a carne de frango no
Brasil aumente cerca de 33,6%, totalizando 5,178 milhdes de toneladas de carne de
frango exportada no ano de 2028 (MAPA,2018).

Uma das razdes para seu aumento € a capacidade que a produgdo de carne de frango
possui de apresentar maior custo-beneficio em relagdo ao tempo, area ocupada e 0 menor
custo em relacao as outras carnes (BELUSSO et al., 2010; TAVARES et al., 2007). A
eficiéncia da cadeia esta relacionada a diversos fatores, dentre eles destaca-se o
melhoramento genético das aves, nutricdo adequada, tecnologia dentro dos avidrios,
rigoroso controle sanitario e manejo adequado dos animais (MAPA, 2012; OLIVEIRA
et al., 2012). Apesar da eficiéncia, essa cadeia produtiva ¢ muito dindmica e susceptivel
a inimeras variagdes que afetam diretamente o lucro almejado, além de ser vulneravel a
diversas condigdes sanitarias como alta densidade populacional, velocidade da produgao,
limpeza das instala¢des, vazio sanitario, entre outros (RODRIGUES et al., 2014).

Essa vulnerabilidade sanitdria faz com que a carne de frango seja passivel de
contaminag¢ao, especialmente por microrganismos do género Salmonella. Essas bactérias
se encontram alojadas no trato gastrointestinal dos animais e podem contaminar as
carcacas no abatedouro caso ndo haja cuidado durante a evisceracdo (CARVALHO et
al., 2005). Desse modo, a avaliacdo higi€nico-sanitaria e microbioldgica dos lotes de
animais ¢ essencial, pois a contaminacdo dos produtos de origem animal afeta
diretamente a inocuidade e qualidade dos mesmos, gerando impacto na saude dos

consumidores (WHO, 2018).
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2.2 Salmonella spp e sua importancia para a saude publica

Toxinfecgdes de origem alimentar s3o ocasionadas por diversos microrganismos e
sdo um grave problema de saude publica (DAMASCENO et al., 2002). Esses patdgenos
se propagam nos alimentos devido & ma conservagao, manipulagdo, preparo e/ou
acondicionamento (ANDRADE et al., 2010; JAY, 1992). Uma importante doenca de
origem alimentar ¢ a salmonelose, causada por bactérias do género Salmonella spp
(GERMANO,2003; GUERIN et al., 2005), que por sua vez possuem distribuicdo mundial
(MAIJALA et al., 2005; TESSARI et al., 2003). Esta bactéria possui grande importancia
para a saude publica pois, qualquer pessoa pode ser susceptivel, por estar presente em
diversos alimentos e, por essa razao, destaca-se como uma das principais doengas de
origem alimentar no Brasil e no mundo (MS, 2018; CDC, 2019).

Em ambito nacional, em dado apresentado pelo Ministério da Saude, tém-se que
entre 2009 e 2018, houve notificagdo de 6.903 surtos de doengas de origem alimentar,
deixando cerca de 120 mil pessoas doentes e levando 99 pessoas a dbito (MS, 2018).
Dentre os 10 agentes etiolodgicos mais encontrados 7 sdo bactérias, sendo Salmonella spp
a de segunda maior importancia (MS, 2018). No entanto, ¢ provavel que esse nimero
seja bem maior, pois a falta de diagnostico de doengas gastroentéricas ¢ uma realidade e
muitas vezes ndo compdem as estatisticas nacionais de doengas oriundas da ingestao de
alimentos (SANTOS et al., 2002; FORSYTHE, 2002; GERMANO, 2003). Na esfera
internacional, o CDC (Centerfor Disease Control and Prevention) contabiliza
anualmente cerca de 1,2 milhao de casos de salmonelose, 23.000 internagdes e 450 dbitos
nos Estados Unidos (CDC, 2019). Ja no continente europeu, apesar de estar havendo uma
queda do ntimero surtos, ainda ¢ considerada uma das bactérias mais envolvida em surtos
alimentares, acometendo cerca de 90 mil pessoas em 2017 (EFSA, 2019).

A salmonelose ¢ uma doenga gastrointestinal autolimitante, apresentando cdlicas
abdominais, vomitos, febre e diarreia (FAl etal., 2011). A porta de entrada no hospedeiro
¢ a via fecal-oral, invadindo a mucosa intestinal e causando uma inflamacao severa. Além
disso, pode evoluir para um quadro de diarreia ndo sanguinolenta na maior parte dos
casos (SCHWARTZ et al., 2000). Ao se aderir na mucosa intestinal, a bactéria
Salmonella possui ainda a capacidade de multiplicagdo em células mononucleadas,
permitindo maior permanéncia e disseminag¢do no corpo do hospedeiro (SHINOHARA

et al., 2008; PINTO et al.,2004).
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Salmonella spp. sao enterobactérias gram-negativas de conformagdo bacilar nao
esporulada, com didmetro em torno de 0,7-1,5um X 2,0-2,5um. E uma bactéria anaerdbia
facultativa e nas provas bioquimicas se caracterizam por serem catalase positiva e oxidase
negativa. Além disso, formam colonias com cerca de 2 a 4 mm de diametro e crescimento
adequado na temperatura de 37°C (CARDOSO, 2008). A doenca causada por esta
bactéria varia sua manifestagdo de acordo com o sorovar, concentragdo do inodculo,
expressao de fatores de viruléncia e estado do hospedeiro (OHL et al., 2001). Em relagdo
ao hospedeiro, para que fique doente, ¢ essencial que ele esteja vulneravel a ponto de
fornecer condigdes para que a bactéria se estabeleca, multiplique e expresse sua
patogenicidade (OCHOA et al., 2005).

O género Salmonella pode ser encontrado disseminado no ambiente ¢ em varios
alimentos (RABSCH et al., 2002; FLOWERES, 1988). No entanto, variam o lugar onde
habitam principalmente em relagdo ao hospedeiro. Dessa forma, sdo divididas em
bactérias adaptadas ao ser humano (S. Typhi, S. Paratyphi), aos animais (S. Dublin —
bovinos; S. Cholerasuis — suinos; S. Pullorum, S. Gallinarum — galinhas) e aos homens ¢
animais (S. Enteritidis, S. Typhimurium) (MS, 2011). Entre os sorotipos encontrados de
maior importancia para a saude publica destacam-se : S. Enteritidis, S. Typhimurium e
S. Newport (HAVELAAR et al., 2015).

Dentre os antigenos identificdveis no género da bactéria, destacam-se
0“O”(somaticos), “H” (flagelares) e “Vi” (capsulares). A importancia destes se da pela
possibilidade de diferenciagdo do patdgeno e mecanismo de infeccio (FERREIRA et
al.,2008). Desse modo,as diferentes cepas também sdo identificaveis pelo seu DNA,
genes de viruléncia ou resisténcia a compostos quimicos (YANG et al.,2005).

A 4gua contaminada € extremamente importante no ciclo de contaminagao de frutas
e hortaligas. Ja os alimentos de origem animal, se contaminam de forma direta ou indireta
durante a produgdo, processamento, armazenamento ¢ manipulagido (MS, 2011). No caso
das aves, a colonizagdo pela bactéria pode ocorrer logo no inicio da vida do animal,
fazendo com que se tornem importante fonte de contaminacdo para o produto final
(ANDRADE et al.,2007).

Estudos recentes avaliam a presenca desse patogeno em diversos momentos dentro
da cadeia de produgdao. O microrganismo € encontrado em cloaca de animais vivos €
carcacas de animais abatidos em diversos abatedouros (BAPTISTA, 2018), na cama de
aviarios (DASILVA et al, 2018) em diferentes sistemas de lavagem de carcagas

(ISOLAN et al, 2019), na carne ja dentro dos estabelecimentos comerciais
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(MONTEZANI et al, 2017; JAPON GUEVARA, 2019) e em produtos embutidos
(PEREIRA et al, 2019). Desse modo, ¢ evidente a importancia de um monitoramento
eficaz de Salmonella spp., sendo necessario para de garantir inocuidade do produto final

e garantir a relevancia do Brasil no mercado de alimentos mundial como um fornecedor

de produtos de qualidade (SHINOHARA et al.,2008).

2.3 Genes de viruléncia em Salmonela spp

As infecgdes por Salmonella spp. sao determinadas pelo hospedeiro e o perfil da
bactéria, sendo essa influenciada pelos fatores de viruléncia (VIEIRA,2009), e a inclusdo
ou delecdo de qualquer gene pode resultar em alteragdes na viruléncia (DEOLIVEIRA
et al., 2013). Os genes de viruléncia encontram-se na forma cromossdmica ou plasmidial
(VAN ASTEN et al., 2005) e sdo identificados agindo em diferentes momentos da
infeccdo (SUZUKI, 1994), sendo que a maioria deles estdo localizados em regides
denominadas ilhas de patogenicidade (IP) (FERREIRA et al., 2008; SCHMIDT et
al.,2004).

Acredita-se que durante a evolucdo dos microrganismos, trocas de material
genético entre as bactérias, delecdes e insergdes em genes, tornaram alguns
microrganismos mais patogénicos que outros (BERCHIERIJUNIOR et al., 2009). As Ips
da Salmonella spp. contém varios genes, tendo maior destaque os de adesdo (adesinas,
Ipf, sefd), invasao (Inv, agf), inibicdo de respostas do hospedeiro (pagC, spvC) e
resisténcia a antibioticos (str4, strB)( ELEMFAREIJI et al.,2013; VIEIRA, 2009).

Dentre as regides codificadoras da Salmonella spp, encontra-se o gene agf (fimbria
agregativa), responsavel por aderir e invadir células, formar matriz extracelular, auxiliar
na agregacao do microrganismo e, consequentemente, aumento de sua sobrevivéncia em
ambientes hostis (GIBSON et al., 2007). Ja o gene Ipf (fimbria polar longa) ¢ associado
a fixagdo em células M, existentes nas placas de Peyer, contribuindo dessa forma, para o
aumento da patogenicidade da bactéria(BAUMLER et al.,1996a; OCHOA et al.,2005).
O gene ompC ¢ responsavel pela codificagdao da proteina de membrana externa C da
bactéria (JAWAD et al, 2016) e ¢ um dos genes mais utilizados para caracterizar e
identificar o perfil deste micro-organismo, pois ¢ expressado mesmo quando Salmonella
esta nos diferentes ambientes, seja com alta ou baixa osmolariadade (ALMEIDA et al.,

2014; PUENTE et al,1995).
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No operon invABCD, localiza-se o geneinvA, responsavel por codificar a proteina
InvA na membrana interna da bactéria, e ¢ encontrado nos sorotipos mais conhecidos,
sendo um padrao internacional de PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase) eficaz para a
identificacao rapida e sugestiva deste género ( RAHN et al., 1992; WHANG et al .,
2009 ; WILKINS et al., 2010). Esta proteina codificada tem a fun¢ao de invadir as
células epiteliais do hospedeiro ( TORPDAHLet al.,2005;0LIVEIRA et
al.,2003;SALEHI et al.,2005; GALAN et al.,1992, PORTER et al.,1997).

As bactérias do géneroSalmonellatambém podem ter em seu cddigo genético o
genesefA, capaz de induzir a manifestacdo de apéndices chamados fimbrias ou “pilli”,
estruturas proteicas na superficie da bactéria que auxiliam na fixagdo desta nos tecidos
do hospedeiro, auxiliando na patogenicidade (TORTORA et al., 2000). Além disso, esse
gene também estd relacionado a adesdo do patégeno de forma importante a nivel das
placas de Peyer no intestino (LIUetal.,2011).J4 o operon spv tem importincia na
disseminagdo sistémica da doenca (DERAKHSHANDEH et al.,2013), sendo o gene
spvC, gene plasmideal que pode expressar formas adaptativas da Salmonella para
sobrevivéncia e multiplicacdo nas células do hospedeiro (HUR et al., 2011; PAL et
al.,2017).

A expressao do gene sopB faz com que a bactéria atue causando um desequilibrio
eletrolitico no trato gastrointestinal, alterando a fluidez de membranas e,
consequentemente, ocasionando diarreia (LAN et al.,2018). Ha também o gene cdfB,
responsavel por causar lisa da célula hospedeira e, desse modo, lesdo do tecido alvo
(MEZAL et al.,2014). E por fim, o gene pagC, que quando expresso esta relacionado a
adesdo bacteriana nos tecidos e aumento de sobrevida da bactéria em macréfagos
(HEFFERNAN et al., 1992).

Desse modo, diversos genes podem influenciar na patogenicidade da bactéria e
contribuir para a severidade e ocorréncia da doenga. (VIEIRA, 2009). A pesquisa destes
¢ valida com o intuito de avaliar o risco envolvido quando produtos contaminados pelo

microrganismo sao consumidos (OLIVEIRA et al., 2016).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Caracterizacao do local de coleta

O projeto foi realizado em um abatedouro frigorifico de aves localizado no
municipio de Uberlandia fiscalizado pelo Servico de Inspecao Municipal (SIM). Neste
estabelecimento sdo abatidas 1200 aves por dia de abate. O abate ocorre em média duas
vezes por semana € as carcacas sdo comercializadas inteiras ou em cortes. Foram

realizadas 20 coletas entre os meses de janeiro a outubro de 2018.

3.2 Caracterizaciao da coleta de amostras

Os isolados de Salmonella spp utilizados no presente estudo foram originados de
pesquisa prévia que analisou 90 carcagas de frango em dois pontos do abate: apds a
sangria e antes da escaldagem (Ponto A) e na saida do tanque de pré-resfriamento (Ponto
B)(GARCIA,2019). Para identifica¢do das carcagas, era colocado um lacre metalico de
seguran¢a numerado acima da articulagdo femorotibial, que era retirado somente ao final
da coleta do ponto B.

Garcia (2019) obteve as amostras por enxague superficial da carcaca com 500 ml
de salina (0,85%) esterilizada (CASON et al., 2006, adaptado). O enxdgue era realizado
com o animal na propria linha de abate sendo necessario apenas colocé-lo dentro de um
saco plastico que continha a solucdo salina e em seguida o conjunto era massageado
(carcaca e salina) por 60segundos.

Ap0s a coleta, as amostras permaneceram resfriadas em caixa de isopor com gelo
até a chegada ao Laboratdrio de Inspegdo e Tecnologia de Produtos de Origem Animal
da FAMEV-UFU, onde foram analisadas quanto a presenca de Salmonella spp e,

posteriormente, avaliada a presenga dos genes de viruléncia.

3.3 Identificacio de Salmonella spp e pesquisa por genes de viruléncia

Apos as etapas de isolamento convencional para Salmonella spp (ISO, 2002) e
confirmagio por PCR (FALCAO et al., 2006),10 cepas de Salmonella spp foram
identificadas e selecionadas para avaliacdo nesta pesquisa. Estas cepas foram entdo
enviadas para sorologia no Laboratorio de Enterobactérias da Fundacdo Oswaldo Cruz

(FIOCRUZ) localizado no Rio de Janeiro.
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Os genes foram identificados pela técnica de reacao em cadeia da polimerase (PCR)
tendo como alvo os genes IpfA, invA, sefA e agfA (Tabela 1), responsaveis pela
patogenicidade da Salmonella. A PCR para detec¢do de genes de viruléncia foi feita no
Laboratorio de Biotecnologia Animal Aplicada da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal de Uberlandia e, para sua realizacao, coldnias suspeitas isoladas na
etapa anterior, serdo submetidas a extracdo e purificagdo de DNA, utilizando o Kit de
purificacdo Wizard Genomic DNA (Promega Corp., Madison, WI)..

Para a realizagdo das analises da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para
pesquisa de genes de viruléncia foi utilizado como controle positivo a cepa de S.
Enteritidis ATCC 13076 e negativo agua ultra pura. As reacdes de PCR foram feitas com
um volume final de 25uL, composto por 1 uL. de DNA, 1,25 puL de 10 pmol/ pL. da
sequéncia forward e reverse de cada primer, 10,25 puL. de 4gua ultrapura, 12,5 pL. de Taq
Green. As amostras foram submetidas aos seguintes ciclos de amplificagdo: desnaturadas
inicialmente a 94°C por 5 minutos, amplificadas em 35 ciclos de desnaturacao a 94°C por
45 segundos, anelamento a 58°C por 30 segundos (invA); 50°C por 30 segundos (sefA
elpfA); 66°C por 30 segundos (agfA); extensdo por 72°C por 90 segundos, com extensao

final a 72°C por 10 minutos.

Tabela 1. Sequéncia de genes de viruléncia, primers, peso molecular e

referéncia bibliografica.

GENE PRIMERS PESOMOLECULAR REFERENCIA
. F:5’GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA3® Oliveira et al.
invA R:5’ TCATCGCACCGTCAAAGGAACC3’ 284 pb (2003)

F:5GATACTGCTGAACGTAGAAGG3’ Oliveira et al.
sefA R:5’GCGTAAATCAGGATCTGCAGTAGC3’ 488 pb (2003)

F:5 TCCACAATGGGGCGGCGGCG3’ Collinson et al.
agfA R:5’CCTGACGCACCATTACGCTG3’ 350 pb (1993)
InfA F:5°CTTTCGCTGCTGAATCTGGT3’ 250 pb Heuzenroeder et

R:5°CAGTGTTAACAGAAACCAGT?3’ al. (2000)

F: forward; R: reverse; pb: pares de base.

3.4 Analise de dados

Os resultados foram dispostos em tabela e avaliados através de analise descritiva

dos perfis de genes de viruléncia encontrados entre os isolados previamente confirmados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os 10 isolados no presente estudo foram confirmados como Salmonella
enterica sorotipo Newport. Devido a sua adaptacdo a diversos ambientes, esse sorovar ¢
um desafio mundial (ZHENG et al, 2017) e estd entre os trés mais prevalentes em
infecgdes de origem alimentar por Salmonella spp. (SHARIAT et al, 2013). E encontrado
em diversos tipos de produtos e ¢ associado a surtos alimentares ligados ao consumo de
carne bovina (MARSHALL et al, 2018), pepinos (ANGELO et al, 2015), aves, répteis,
frutos do mar e dgua (PAN et al, 2019), evidenciando a importancia deste para a saude
publica.

Os isolados foram entdo avaliados quanto a presenca dos genes de viruléncia invA,

agfA, sefA e IpfA e os resultados estdo apresentados na tabela2.

Tabela 2. Perfil de viruléncia de bactérias do género Salmonella spp isoladas

de carcacas de frango abatidos em Uberlandia-MG

Genes deViruléncia

Coleta Isolado Animal Etapa*

invA agfA sefA IpfA
3 S1 1 B + - - -
3 S2 1 B - - - -
4 S3 2 B + - - -
4 S4 3 B - - - -
4 S5 4 B - - - -
6 S6 5 A - - - -
6 S7 5 B + - - -
6 S8 6 B - - - -
6 S9 7 A - - - -
6 S10 8 B - - - -

*Etapa A:ApoOs a sangria e antes da escaldagem; Etapa B: saida do tanque de pré-
resfriamento
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Nota-se que a pesquisa de genes de viruléncia evidencia que todos os isolados
encontrados ndo apresentam os genes agfA, sefA e IpfA, que contribuiriam para o
aumento da patogenicidade do microrganismo (GIBSON et al.,2007;0CHOA et al.,2005;
LIUet al.,2011). Quanto ao gene invA, dos dez isolados, trés apresentaram esse gene, que
¢ responsavel por fazer com que o patégeno tenha capacidade de invadir as células do
hospedeiro (PORTER et al.,1997).

O padrao de viruléncia de isolados de Salmonella spp se apresentam de diversas
formas em diferentes pesquisas, pois sofrem influéncia de diversas variaveis, como
geografia local, higiene das estruturas de producdo e abate, condigdo imunolédgica dos
animais, possibilidade de ocorréncia de contaminacdo cruzada dentro da linha de abate,
dentre outros (MENDONCA et al., 2016). Ao existir em mesmo ambiente bactérias com
potencial patogénico e outras ndo, hd um risco de troca de material genético, que pode
conferir grau de viruléncia para as bactérias que ndo apresentam esse perfil (DE
OLIVEIRA et al.,2013).

Os trabalhos de Costa et al. (2017), Rocha et al. (2014), Moura et al. (2014),
Oliveira et al. (2016) e Elkenany et al. (2019), tiveram como resultado o geneinvA
amplificado em 7, 75, 86, 59 e 120 amostras, respectivamente, 100% dos isolados de
Salmonella spp encontrados nestes estudos. J4 no presente trabalho, foi observada a
presenga deste gene em apenas 30% das amostras, evidenciando que a maioria das
Salmonella spp. encontradas na pesquisa possuem baixa patogenicidade, pois a auséncia
deste gene faz com que a bactéria perca sua capacidade de invasdo celular (GALAN
etal,1992).

Alguns trabalhos apresentam uma variagdo de prevaléncia de 96 a 100% do gene
agfA, 5,6 a 100% do gene sefd e 97,2 a 99% do gene IpfA(MMARQUEZINI, 2015;
MENDONCA et al, 2016). Sao genes de adesdo e fixa¢do nas células do hospedeiro e
sdo importantes para a formagao inicial de biofilmes (MARQUEZINI, 2015). No entanto,
o gene agfA nao foi encontrado em nenhum dos isolados deste estudo, assim como os
genes sefA e IpfA. Diante disso, compreende-se que apesar da auséncia destes genes nos
isolados avaliados no presente estudo, hé o risco de aquisi¢do destes através por meio de
trocas de material genético entre os microrganismos ao longo da cadeia
produtiva(MERINO et al., 2017).

Além disso, hd também a preocupagdao com a possibilidade de contaminacao
cruzada ou a existéncia de mais de uma fonte de contaminacao dentro da linha de abate.

Essas possibilidades podem explicar o resultado observado no animal 5 (tabela 2), em
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que se identificou a presenca de Sal/monella sem os genes de viruléncia no ponto A,e com
o gene invA no ponto B. Este resultado pode indicar algum tipo de contaminacao cruzada
dentro do abatedouro-frigorifico que durante o processo de abate conseguiu eliminar o
patogeno identificado na etapa A, porém, permitiu a contaminagdo da carcaga com outra
cepa. Outra possibiliade ¢ a de que a ave ainda ndo tinha o patogeno aderido a superficie
na ocasido do enxague.

Ja no animal 1 (tabela 2) foram identificados dois isolados de Salmonella spp com
perfis de viruléncia diferentes, podendo indicar neste caso que o animal chegou ao
estabelecimento com mais de uma variedade de cepa ou uma possivel contaminagao
cruzada durante a passagem da carcaga pelo tanque pré-resfriamento. Estas
possibilidades levantadas demandam analises complementares para serem confirmadas,
porém, evidenciam a complexidade das possiveis rotas de contaminagdo em um
estabelecimento de abate (PORWOLLIK et al, 2003).

No estudo de Tarabees et al (2017), assim como no presente estudo, apesar de uma
baixa prevaléncia de Salmonella spp (5%), ha a confirmagao da presenca deste patdgeno
na linha de processamento e a existéncia de um ambiente favoravel para sua proliferagao
e permanéncia. Desse modo,pode-se inferir que alimentos contaminados implicam em
uma piora da qualidade do produto de forma geral, e representam um potencial risco para

a saude do consumidor.

5 CONCLUSAO

Apesar da deteccdo de apenas um gene de viruléncia associado aos isolados de
Salmonella analisados, o sorotipo identificado ¢ de grande importancia para a saude
publica e amplamente encontrado em infec¢des alimentares. O presente trabalho reforca
que ¢€ essencial a implantacao e aperfeicoamento de programas de autocontrole e higiene
operacional desde a granja até o abatedouro, com o intuito de reduzir a presenca de

patdgenos, produzir um alimento indcuo e preservar a saide do consumidor.
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