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RESUMO

A ra-touro (Lithobates catesbeianus) ¢ atualmente a principal espécie utilizada na
ranicultura no Brasil. O consumo de sua carne tem se mostrado um mercado em ascensao,
principalmente pelos beneficios que este produto representa para a satide do consumidor.
Por esse motivo, tem sido cada vez mais importante o cuidado quanto a contaminac¢ao
microbioldgica dessa carne durante todo seu processamento. Porém, uma das dificuldades
na obten¢do de um produto de qualidade ¢ a falta de padronizagdao durante o abate e
processamento da carne de ra. Nao existe na legislagdo brasileira um tempo de jejum pré-
abate especifico para a espécie, ¢ um jejum inadequado, por sua vez, pode levar a
contaminagdo microbioldgica da carcaga. Objetivou-se com este trabalho avaliar o
impacto de diferentes tempos de jejum pré-abate na contaminacdo microbiologica da
carcaga de ra-touro afim de preconizar um periodo de jejum ideal baseado na inocuidade
do produto. O primeiro capitulo da dissertacdo ¢ referente as consideragdes gerais acerca
dos assuntos abordados no artigo, como os aspectos econdmicos da ranicultura, o abate
de ras, importancia dos micro-organismos indicadores e Salmonella spp. no processo de
abate e na saude publica. No segundo capitulo objetivou-se avaliar o impacto de diferentes
periodos de jejum pré-abate na contagem de micro-organismos indicadores e na presenga
de Salmonella spp. em carcacas de ras-touro abatidas em um estabelecimento de
Uberlandia-MG, Brasil. Além disso foi realizada a caracterizacao fenotipica e genotipica
de Salmonella spp. isoladas das carcacas, sendo avaliada a presenca de genes de
viruléncia (invA, IpfA, sefA, sopB, spaN, spvB, orgA, pagC, msgA, iroN e cdtB) pela

técnica de PCR e a sensibilidade a dez antimicrobianos pelo teste de disco difusao.

Palavras-chave: Abate de rds. Doencas veiculadas por alimentos. Escherichia coli.
Salmonelose. Patogenicidade.



ABSTRACT

The bullfrog (Lithobates catesbeianus) is currently the main species used in raniculture
in Brazil. The consumption of its meat has been shown a rising market, mainly by the
benefits that this product represents for the health of the consumer. For this reason, it has
been increasingly important to care for the microbiological contamination of this meat
throughout its processing. However, one of the difficulties in obtaining a quality product
is the lack of standardization during the slaughter and processing of frog meat. There is
no pre-slaughter fasting time specific for the species in Brazilian legislation, and an
inadequate fasting may lead to microbiological contamination of the carcass. The
objective of this work was to evaluate the impact of different pre-slaughter fasting times
on the microbiological contamination of bullfrog carcass in order to recommend an ideal
fasting period based on product safety. The first chapter of the dissertation refers to
general considerations about the subjects covered in the article, such as the economic
aspects of ranching, the slaughter of frogs, the importance of indicator microorganisms
and Salmonella spp. in the slaughter process and in public health. In the second chapter,
the objective was to assess the impact of different periods of pre-slaughter fasting on the
count of indicator microorganisms and the presence of Salmonella spp. in carcasses of
bullfrogs slaughtered in an establishment in Uberlandia-MG, Brazil. In addition, the
phenotypic and genotypic characterization of Salmonella spp. isolated from the carcasses,
being evaluated the presence of virulence genes (invA, IpfA, sefA, sopB, spaN, spvB,
orgA, pagC, msgA, iroN and cdtB) by the PCR technique and the sensitivity to ten

antimicrobials by the diffusion disk test.

Keywords: Slaughter of frogs. Foodborne Illness. Escherichia coli. Salmonellosis.

Pathogenicity.
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CONSIDERACOES GERAIS
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1. NTRODUCAO

A ranicultura é a criagdo comercial de ras em cativeiro, sendo a Lithobates catesbeianus,
conhecida popularmente como ra-touro americana, a principal espécie utilizada na ranicultura
brasileira, devido a caracteristicas como rusticidade, alta fecundidade e crescimento rapido,
tendo maior desempenho em cativeiro do que outras espécies de ras (FERREIRA; FRANCA;
DIA, 2009).

Apo6s um periodo de enfraquecimento da atividade no Brasil, atualmente a ranicultura tem
apresentado potencial de crescimento, devido a avangos tecnoldgicos e investimentos na area,
como também grande potencial de exportagdo da carne e expansdo do mercado consumidor
interno (OLIVEIRA, 2015).

A carne de ra possui varias caracteristicas benéficas para a saude, além de possuir todos
os aminodcidos essenciais para os seres humanos, tem um alto valor biologico, baixo teor de
gordura, alta digestibilidade e calcio disponivel em concentragdes maiores do que em produtos
lacteos (LIMA, 1999; CRIBB; AFONSO; MOSTERIO, 2013; AFONSO et al.,

2016). Essa garantia de qualidade e principalmente inocuidade do produto ofertado ¢
diretamente dependente da eficiéncia da atividade de inspecao realizada nos estab elecimentos
produtores.

No Brasil, de acordo com o Regulamento da Inspec¢ao Industrial e Sanitaria de Produtos
de Origem Animal — RIISPOA, os anfibios sdo classificados como pescados. Ainda segundo o
regulamento, para garantir a qualidade dos produtos ofertados no comércio, a fiscalizagao deve
ser feita em carater permanente e diferentemente dos peixes, os anfibios devem passar pela
inspe¢do ante-mortem (BRASIL, 2017).

Dentro de toda a cadeia produtiva, o abate ¢ considerado um dos elos que pode afetar a
qualidade microbiologica da carne, especialmente no abate de rads, ja4 que ndo ha uma
padronizacdo dos parametros para essa espécie, sendo utilizadas extrapolagdes do abate de
outros animais (BRASIL, 1998; COSSI et al., 2014). Um exemplo ¢ o periodo de jejum pré-
abate, sendo realizado normalmente o jejum de 24 horas para as ras, porém a falta de um
parametro especifico oficial para a espécie pode representar um perigo para a qualidade e
inocuidade do produto final (LOPEZ-LUNA et al., 2013; NATES et al., 2014).

Um periodo de jejum pré-abate inadequado (maior ou menor do que o necessario) pode
levar a um rompimento das visceras durante a retirada das mesmas no processo de abate,
aumentado as chances de contamina¢do da carcaga por bactérias intestinais patogénicas, como

Salmonella spp. (ICMSF, 2006; BONESI, SANTANA, 2008). Este micro-organismo habita o
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trato intestinal de animais e do homem, ¢ ¢ um dos principais agentes associados a surtos
alimentares no mundo, levando a gastos econdmicos com tratamento de doentes, podendo até
causar a morte, principalmente de criangas, idosos e pessoas imunodeprimidas (KAKU et al.,
1995; PARDI et al., 2001).

Mas o simples fato de encontrar Salmonella spp. nos alimentos ndo ¢ hoje a Unica
preocupacao. Nos ultimos anos, muitas cepas isoladas de Salmonella spp. tém se mostrado
resistentes a diversos agentes antimicrobianos o que se deve principalmente ao uso
indiscriminado dos antimicrobianos na criagdo dos animais de producdo e a pressdo seletiva
assim provocada (CARRAMINANA; ROTA; HERRERA, 2004; HUR; JAWALE; LEE,
2012; COSSI et al., 2014; YANG et al., 2015; ZHANG et al., 2015). Estas observacoes
cientificas afetam diretamente a saude publica, pois, cada vez mais, os medicamentos utilizados
no combate a infec¢do alimentar causada por Salmonella spp.se tornardo ineficazes,
aumentando os indices de morbidade ¢ mortalidade (OLIVEIRA et al., 2005;RAUFU et al.,
2014).

Além da resisténcia a antimicrobianos, a pesquisa por genes de viruléncia também ¢
considerada importante, pois oferece um potencial do dimensionamento da patogenicidade dos
isolados de Salmonella spp. associados com alimentos (CAPUANO et al., 2013; YANG et al.,
2015). Reafirmando esta preocupacdo, Yang et al. (2015) mostraram a existéncia de isolados
de Salmonella spp. encontrados em alimentos originados de animais aquaticos com a presenca
de multiplos genes de viruléncia, evidenciando mais uma vez a necessidade de atengdo para
com a saude publica.

Como anfibios também sido reservatorios intestinais de Salmonella, ressalta-se a
importancias de estudos que ajudem a estabelecer um tempo de jejum ideal para o abate de ras,

relacionando com a possivel contaminagdo da carcaga por bactérias.
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2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo geral

Identificar um periodo ideal de jejum pré-abate (0, 24, 48 ou 72 horas) para ras-touro,

baseado na contaminacdo microbiana da carcaga durante o abate.

2.2.0bjetivos especificos

Avaliar em carcacas de ras-touro abatidas apds 0, 24, 48 ¢ 72 horas de jejum pré-abate:
e A contagem de bactérias heterotroficas aerdbias mesoéfilas e coliformes a 35°C;
e A presenca de Escherichia coli;
e A presenca de Salmonella spp.:
e Perfil de viruléncia dos isolados;

e Perfil de resisténcia antimicrobiana dos isolados.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1.Aspectos econdmicos relacionados a ranicultura

A ra-touro (Lithobates catesbeianus) ¢ uma espécie nativa dos Estados Unidos, e os
primeiros animais chegaram ao Brasil em 1935, trazidos por canadenses com o objetivo de
implantar no Rio de Janeiro o primeiro criadouro comercial no pais. Apesar de inicialmente a
criacdo ser de forma empirica, a mesma ja era realizada em sistema confinado, diferente de
outros paises que utilizavam o extrativismo (OLIVEIRA, 2015).

A expansdo da ranicultura brasileira ocorreu apenas na década de 80, com um posterior
declinio na produgdo nos anos de 1990 e 2000 devido a dificuldades encontradas pelos
produtores na producdo, como a falta de investimentos e poucas pesquisas na area de nutrigao,
e dificuldades na exportagdo das ras vivas, devido problemas sanitarios e valorizagdo do real
(Plano Real) (LIMA, 2012; OLIVEIRA, 2015). Mas, desde 2010, a perspectiva tem sido de
expansdo da atividade, com avangos tecnologicos e zootécnicos na producdo, melhorando a
qualidade da carne e aumentando a produtividade, visando o mercado externo e o interno que
esta em crescimento, devido ao aumento da procura por alimentos mais saudaveis, além da
possibilidade de diversificacdo dos produtos, como producao de patés, linguicas, e também de
cosméticos (OLIVEIRA, 2015).

Dados sobre a producao de ras em cativeiro para fins comerciais sao escassos e defasados.
Segundo informagao da FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations) de
2013, o Brasil era o segundo maior produtor de rds, estando atrds apenas de Taiwan. Ja de
acordo com Oliveira (2015), os principais produtores mundiais de carne de ra sdo: Bangladesh,
Bé¢lgica, China, Indonésia, Japao, México e Taiwan, e de acordo com Afonso (2012), a
producdo nesses paises € semi-intensiva, ou seja, somente uma parte do ciclo da produgdo ¢
realizada em cativeiro.

Apesar de ndo estar entre os maiores produtores, o Brasil se destaca na ranicultura
mundial devido ao desenvolvimento de tecnologias, principalmente por universidades, para
aprimoramento das instalagdes e manejo, melhorando a produg¢do (OLIVEIRA, 2015). Os
maiores exportadores sdo os Estados Unidos, Bélgica, Franga e Holanda (TEIXEIRA, 2002).
Os Estados Unidos também est4 entre os maiores consumidores de carne de ras, junto com a
Franca, Canad4, Bélgica, Italia, Espanha, Holanda, Suica, China e Japao (ALTHERR et al.,
2011; FAO, 2013; AFONSO et al., 2016).



15

Em relacao a producdo nacional, os dados oficiais mais recentes sao de 2006, indicando
uma producao de 598 toneladas de carne de ra, sendo os estados de Sao Paulo, Minas Gerais ¢
Rio de Janeiro os maiores produtores (BRASIL, 2007). O consumo da carne de ra € maior no
Sudeste, provavelmente devido a facilidade de encontrar o produto no comércio e em
restaurantes (MOURA, 2003). Praticamente toda a producdo da ranicultura brasileira é para
abastecer o mercado interno (CARDOSO; ROCHA; FURLAN, 2009), mas de acordo com a
Sociedade Nacional de Agricultura (2013), a demanda da carne de ra no pais ainda € maior que
a oferta. Esse cenario pode ser um atrativo para novos produtores, visando além do mercado
interno, o mercado externo, ja que o consumo de carne de ras em outros paises ¢ maior que no
Brasil (CARRARO, 2008).

Outro nicho que pode ser explorado e render um bom retorno financeiro ¢ o
aproveitamento dos coprodutos. A carne de ra normalmente ¢ comercializada congelada em
duas formas de apresentacao: carcaga inteira ou somente as coxas. Ainda € pouco expressivo o
aproveitamento do restante da carcaga, que poderia ser utilizada para produgao de embutidos,
de hamburguer ou patés, agregando valor ao produto e conseguindo maior aceitabilidade dos
consumidores. Outras partes também podem ser aproveitadas como coprodutos, como o couro
para fabricacdo de vestimentas, a gordura que pode ser utilizada na industria de cosméticos e a
pele in natura no tratamento de queimaduras (CASALIL; MOURA; LIMA, 2005; CARRARO,
2008; AYRES et al., 2015).

Segundo Oliveira (2015), para o avango da ranicultura nacional ¢ necessario maior
investimento do setor publico na atividade, assim como, organizacdo do setor produtivo e
melhorias no sistema de criagdo como o desenvolvimento de ragdo propria para as ras, criagao
de mais abatedouros frigorificos credenciados pelos servigos de inspegdo e investimento dos

produtores em marketing.

3.2.Caracterizacio do Abate de ras

Os abatedouros frigorificos de rds devem seguir normas especificas dos 6rgdos de
inspecao sanitdria de acordo com o mercado a que se destina o alimento, seja em nivel
municipal, estadual ou federal (OLIVEIRA, 2015). No Brasil, a inspecao e a fiscalizagao
industrial e sanitdria de produtos de origem animal sdo regulamentadas por normas que visam
garantir a produ¢do de produtos indcuos, como também a preservacgao da identidade e qualidade

dos mesmos, assegurando a saude do consumidor (BRASIL, 2017).
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Em 1952 foi aprovado o Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem Animal (RIISPOA) do Decreto n° 30.6919 (BRASIL, 1952), o mesmo passou por
atualizagdes e em 2017 foi publicado o Decreto n® 9.013 (BRASIL, 2017). No regulamento, os
anfibios sdo classificados como pescados, e no decreto mais recente sdo especificadas as
caracteristicas sensoriais que devem ser avaliadas na inspecdo post mortem dos anfibios,
informacgdes que nao existiam no decreto anterior. Apesar de ter sido acrescentado informagdes
em relacdo a inspecdo de carne de ras (anfibios) no Decreto n° 9.013, ainda ndo ha normas
especificas sobre os procedimentos de abate desses animais (BRASIL, 2017).

Nao havendo até o momento nenhuma norma complementar sobre o tema, segue-se como
modelo, padrdes estabelecidos por pesquisadores e pela EMBRAPA, muitas vezes resultado da
extrapolagdo de conhecimentos aplicados a outras espécies de animais, como peixes, frangos e
outros animais de agougue (CRIBB; AFONSO; MOSTERIO, 2013).

As rds sdo abatidas com idade aproximada de 10 meses e peso médio de 350 gramas.
Antes do abate normalmente se realiza o jejum de 24 horas para reduzir o contetido
gastrointestinal, mas como ja foi dito, esse valor ¢ uma extrapolagdo do que ¢ realizado para os
outros animais, principalmente peixes (LIMA, 1999; CRIBB; AFONSO; MOSTERIO, 2013).
Os animais selecionados para o abate ndo devem ter feridas, deformagdes/malformagdes, e
devem ter conformidade de tamanho. A rotina operacional de um abatedouro frigorifico de ras
segue a seguinte ordem: insensibilizacdo (termonarcose ou eletronarcose), sangria (corte da
regido gular) e esfola na area suja, evisceragdo e toalete na area limpa, e em seguida a carcaca
¢ embalada e resfriada (ALFANI, 2007). Dentre as etapas de produgdo e processamento,
algumas se destacam por seu elevado potencial de contamina¢do do produto final e merecem
atenc¢ao durante o abate.

A primeira delas ¢ a qualidade da 4gua e a higiene do ambiente de criagdo. Diferente de
muitas espécies de producao, as ras podem ser produzidas em baias inundadas por agua, criando
neste ambiente condi¢des favoraveis para a contaminagao cruzada e gerando influéncia direta
na contaminacao da pele dos animais que chegam para o abate. Apesar de terem poucos dados
sobre a qualidade ideal de agua para ras, deve-se ter um cuidado maximo com a higiene dos
tanques e com a renovagdo e qualidade da agua, para evitar a inser¢cdo, manutencio e
proliferagdo de bactérias na cadeia produtiva (CRIBB; AFONSO; MOSTERIO, 2013).

Além da qualidade da agua, o periodo de jejum pré-abate ¢ uma variavel extremamente
importante ¢ pouco conhecida na producdo e processamento de ras-touro. O jejum pré-abate

tem a finalidade de diminuir a contaminagao do abatedouro e da carcaga por micro-
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organismos presentes no intestino dos animais (WSPA, 2010). Um jejum prolongado pode
causar enfraquecimento e consequentemente rompimento das paredes dos intestinos durante a
evisceragdo, além de afetar o pH intestinal favorecendo a multiplicagcdo de micro-organismos
intestinais patogé€nicos, como Salmonella (ICMSF, 1980; MENDES, 2001; BONESI;
SANTANA, 2008). Um jejum muito curto, no entanto, também pode levar a ruptura do intestino
durante o processo de abate, devido ao enchimento das visceras. Além do impacto na
contaminag¢ao microbiologica, o tempo de jejum pré-abate também pode afetar o rendimento da
carcaga, custo da produ¢do e bem-estar animal (MENDES, 2001; MONLEON, 2013; SILVA
etal., 2016; SOUZA et al., 2016).

Em trabalho publicado por Stéfani et al. (2015), onde se estudou digestibilidade proteina
em ras-touro, foi observado que o periodo 36 horas ¢ o tempo necessario para o alimento
ingerido chegar na parte final do trato gastrointestinal. Porém, hé poucos estudos sobre a taxa
de passagem de alimentos no trato digestivo de ras e principalmente estudos que relacionam
estes valores com o tempo de jejum pré-abate e a contaminacao microbiologica da carcaga.

Ja no inicio do abate a etapa que mais impacta na qualidade microbiolédgica da carcaga ¢
a esfola, pois, sua correta execugdo exerce um papel importante no sentido de definir a
intensidade e natureza da contaminacao das carnes. Esse procedimento deve ser realizado de
forma correta, ja que a pele dos animais € o local onde a carga microbiana ¢ maior e, portanto,
deve-se evitar durante essa técnica o contato da pele do animal com a carcaca (carne) (BONESI;
SANTANA, 2008). Diferentemente de bovinos e outros animais de abate, a esfola nas ras ¢
feita manualmente, portanto ¢ preciso que o funciondrio esteja consciente e treinado para
realizar a higienizagdo das maos e utensilios e também para realizar a técnica corretamente
(ICMSF, 1980; CRIBB; AFONSO; MOSTERIO, 2013).

Outra caracteristica do abate de ra e que tem relacdo com a contaminagdo final da carne
produzida ¢ a nao realizag¢ao da oclusao do reto antes da evisceragdo, que ¢ realizada em outros
animais de abate (BRASIL, 2017). Nesta etapa o risco de rompimento ou perfuragcdo de visceras
faz deste procedimento um ponto critico do abate, pois pode ocorrer contaminacio da carcaga
por bactérias gastrointestinais, afetando a inocuidade do produto ofertado (ICMSF, 1980;
BONESI; SANTANA, 2008).

Por existirem estas variadas fontes e possibilidades de contaminacdo durante o abate e
processamento da ra-touro, o monitoramento da qualidade microbiologica passa a ser uma
forma util de controlar os perigos e diminuir os riscos biologicos neste produto (BRANDAO et

al., 2012). Essa avaliacao pode ser feita a partir da contagem de micro-organismos
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indicadores, como bactérias aerdbias mesofilas, coliformes a 35°C e coliformes a 45°C
(BARROS et al, 2007; PINHEIRO et al, 2010; BRANDAO et al., 2012). Outra forma ¢ através
da pesquisa direta pela identificacao de patdogenos como Escherichia coli, Salmonella spp. ¢

Listeria spp. (BARROS et al., 2007; BARREIRA, 2009).

3.3.Micro-organismos indicadores e Salmonella spp. associada a produtos de origem
animal

Os micro-organismos indicadores sdo utilizados na microbiologia de alimentos como
marcadores que refletem as condi¢des gerais de higiene no processo de produgdo e do produto
(CHAPIN et al., 2014). Por terem esta funcdo, a escolha de qual grupo utilizar reflete
diretamente na capacidade de inferéncia sobre origem da contaminagdo e real impacto sobre a
inocuidade e qualidade microbioldgica do produto.

Dentre as caracteristicas importantes de um micro-organismo indicador temos a relagao
inversa entre a sua quantidade e a qualidade do alimento ou ambiente de manipulacdo. Neste
caso, a auséncia ou baixa quantidade do micro-organismo indicaria uma boa qualidade higiénica
sanitaria do item avaliado, e altas quantidades seriam indicativas de falhas no processo.
Recomenda-se também que o micro-organismo indicador tenha origem exclusivamente fecal,
porém, que também possa sobreviver no ambiente sem que sofra influéncia de outros micro-
organismos (FRANCO; LANDGRAF, 2005).

Apesar de existirem defini¢des claras sobre as caracteristicas desejadas em um micro-
organismo indicador de higiene, encontrar algum que se encaixe perfeitamente em todos os
itens ¢ extremamente dificil. Assim, ao utilizar os principais grupos que tem esta fungdo,
aerobios mesofilos, coliformes a 35°C, coliformes a 45°C e Escherichia coli, é necessario ter
conhecimento sobre quais os limites de extrapolacdes e consideragdes sobre a contaminagao
observada que ¢ possivel ser feita (EFSA, 2012).

A contagem de bactérias heterotroficas aerdbias mesofilas (CBT) ¢ uma medida muito
utilizada quando se pretende avaliar a qualidade geral de varios produtos carneos ou derivados
(CALIXTO et al., 2016; LEIRA et al., 2019). Essa contagem ¢ altamente utilizada na
qualificagdo de leites e também para controle de mastites no rebanho leiteiro da propriedade
(RIBAS et al., 2004). Ja para a qualidade de carne, ndo havendo limites descritos na legislagao,
a CBT pode ser comparada com trabalhos ja realizados e também com guias internacionais de
seguranca alimentar como o Codex Alimentarius € o Food Standards Agency (CASELANI et
al., 2013).


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2016.01549/full#B9
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Na Unido Europeia, diferentemente do Brasil, utiliza-se micro-organismos aerdbios
mesofilos como indicadores de higiene do processo de abate para diversas espécies como
bovinos, ovelhas, cabras, cavalos e suinos (EU, 2007; BARCO et al., 2015). Por ndo estar
regulamentada pela legislacdo brasileira, a avaliacdo deste grupo de micro-organismos ¢
raramente utilizada, pois, ndo sendo obrigatéria, envolve um investimento extra que a empresa
opta por nao realizar (CAMARGO et al., 2019). Classificam-se como aerobios mesoéfilos os
micro-organismos que necessitam de oxigénio, que crescem a temperatura de 37°C e que em
altas concentracdes em produtos carneos podem provocar o surgimento de superficie
escorregadia, alteragdo da cor, producdo de gas, alteragdo de odor e rancificagdo da gordura
presente (SOHAIB et al., 2016).

Os coliformes por sua vez, sdo formados por um grupo de micro-organismos aerobicos
ou anaerdbicos facultativos, gram negativos, nao formadores de esporos e capazes de fermentar
lactose com a produ¢do de 4cido latico a 32-35°C (DAVIDSON et al., 2004). Inicialmente,
neste grupo eram incluidos apenas quatro géneros de bactérias, Citrobacter, Enterobacter,
Escherichia e Klebsielle, e com a evolugdo na identificagdo dos micro- organismos, hoje ja se
sabe que mais de 19 géneros compdem o grupo sendo a maioria pertencente a familia das
Enterobacteriaceae (PARR, 1938; ABBOTT et al., 2003).

Com o intuito de se aproximar das defini¢des que norteiam os indicadores de higiene,
procedeu-se entdo uma divisdo do grupo dos coliformes totais de acordo com a temperatura
ideal de crescimento, dando origem a trés grupos, dentre eles os coliformes termotolerantes que
sdo capazes de fermentar lactose a 44-45°C. Escherichia coli ¢ um dos micro-organismos
pertencentes a este grupo e ¢ considerado na literatura como o unico indicativo real de
contaminagao fecal do ambiente ou do alimento (GHAFIR et al., 2008).

E. coli é o micro-organismo de escolha quando se tenta avaliar a possivel origem fecal da
contaminacdo, pois além da temperatura ideal de crescimento ser proxima a do interior do trato
gastrointestinal, sua sobrevivéncia ¢ ruim fora deste ambiente, ndo podendo ser considerada,
portanto uma contamina¢do ambiental (MARTIN et al., 2016). Assim, a compreensao do pertfil
e caracteristica de cada grupo escolhido para indicar o padrao de higiene do objeto de estudo ¢
fundamental para a correta interpreta¢do dos dados e consequentemente, a exata fundamentagao
teorica para as acdes de melhorias pretendidas (LECLERC et al., 2001; BUSTA et al., 2006;
MARTIN et al., 2016).

Com o surgimento da Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) no final
da década de 50 e sua ampla divulga¢ao e utilizagdo, muito se evoluiu no controle dos micro-

organismos indicadores nas industrias alimenticias (JENSON; SUMMER, 2012).


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2016.01549/full#B13
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2016.01549/full#B48
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2016.01549/full#B1
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2016.01549/full#B34
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2016.01549/full#B5

20

Estudos evidenciam que com o bom gerenciamento de perigos e riscos ¢ possivel promover a
redu¢do substancial da contaminagao por indicadores nas mais diversas superficies de contato
com o alimento e nas mais diversas matrizes alimentares (TOMASEVIC et al., 2016).

Na legislacao nacional existem padrdes microbioldgicos com niveis maximos permitidos
para a comercializagdo de diversas carnes. Dentre as bactérias descritas na legislacdo tem-se
limite para Salmonella spp., coliformes a 45 °C e estafilococus coagulase positiva. Para a carne
de ra in natura temos estabelecido um nivel apenas para Salmonella spp. e estafilococus
coagulase positivos, sendo ausente em 25g e 10° UFC/g ou mL, respectivamente (BRASIL,
2001).

Portanto, apesar do monitoramento feito por micro-organismos indicadores ser uma
ferramenta util, simples e de rdpida execugdo, a identificacdo e caracterizagdo de patogenos,
como Salmonella, além de uma demanda legal ¢ uma forma direta de avaliagdo do risco que a
carne de ra representa para os consumidores adeptos deste produto.

Segundo dados do “Center for Desease Control and Prevention”, Salmonella ¢
responsavel por mais de 1,2 milhdes de infeccdes de origem alimentar ao ano, com 23.000
hospitalizagdes e 450 mortes (CDC, 2019). No Brasil, segundo o Ministério da Saude, entre os
anos de 2009 e 2018, foram registrados 120.584 casos de pessoas que desenvolveram algum
tipo de doenga apds o consumo de alimentos e dessas, 11,3% tiveram Salmonella spp. como
causa confirmada (MS, 2019). Este patdogeno tem alternado com Escherichia coli como o micro-
organismo mais associado as doengas de origem alimentar no Brasil, estando também entre os
mais importantes em diversos paises do mundo (SCALLAN, 2011; FOOD SAFETY BRAZIL,
2017; EFSA, 2019; CDC, 2019).

Estudos tém mostrado que além de aves, bovinos e suinos, normalmente associados a este

patogeno, os animais de sangue frio também devem ser considerados importantes reservatorios
de Salmonella spp., podendo essa bactéria fazer parte da microbiota intestinal desses animais
(KOURANY; TELFOREF, 1981; ALFANI, 2007; RIBAS;
POONLAPHDECHA, 2017). Segundo dados apresentados por Mermin et al. (2004), no final
da década de 90, aproximadamente 74.000 infecgdes em humanos causadas por Salmonella nos
Estados Unidos tiveram relagdo com o contato com répteis e anfibios, e apesar desses nimeros
impressionantes, poucos trabalhos estdo disponiveis na literatura sobre a incidéncia desse
patdgeno na carne de ra-touro (CHAMBERS; HULSE, 2006; ALFANI, 2007).

Uma vez contaminados, diversos trabalhos mostram que os anfibios podem ser portadores
assintomaticos de Salmonella spp. sendo, portanto, reservatdrios com potencial risco a satde

publica (BARTLETT; TRUST; LIOR, 1977; GEUE; LOSCHNER, 2002;
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MAHAJAN et al., 2003; PFLEGER et al., 2003; CLARKSON et al., 2010; YANG et al., 2015).

Kia et al. (2018) analisarem 202 amostras der ras comercializadas para consumo na
Nigéria, 10,9% amostras foram positivas para Salmonella. Ribas e Poonlaphdecha (2017)
encontraram uma prevaléncia de 69,07% de Salmonella em 97 amostras de ras na Tailandia, e
alertaram para o risco a saude publica pelo consumo da carne. Dos oitos sorovares isolados por
esses pesquisadores, seis (Hvittingfoss, Newport, Panama, Stanley, Thompson e Wandsworth)
ja foram relatados em humanos na Tailandia, indicando uma possivel transmissao de
Salmonella de ras para humanos.

Corroborando com esse fato, Chambers e Hulse (2006) mostram que os sorovares mais
comumente isolados de anfibios foram Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis, que
por sua vez sao os principias responsaveis pelas infecgdes em humanos (MERMIM et al., 2004).

De acordo com resolugdo publicada pela Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) ¢
estabelecido que Salmonella spp. deve estar ausente em 25g de carnes resfriadas, congeladas
ou in natura de ras, bovinos, suinos e outros mamiferos (BRASIL, 2001). Apesar da bactéria
ndo resistir ao aquecimento de 60°C durante 20 minutos, carnes de animais aquaticos siao
geralmente consumidas com pouca cocgdo, € diferentemente do que acontece com o consumo
de outras carnes como o frango, a temperatura pode ndo ser um fator importante na redugao ou
eliminagdo deste micro-organismo (GAMA, 2001).

Devido a importancia j& apresentada do género Salmonella spp. para a satide publica e
suas diversas rotas de contaminag¢do da carcaga e produto final, € imprescindivel a utilizagao de
ferramentas eficazes na identificacdo deste patdogeno e suas caracteristicas como a presenga de
genes relacionados a patogenicidade e resisténcia a antimicrobianos (CAMPIONI;
BERGAMINI; FALCAO, 2012). Além disso, ferramentas especificas podem ser utilizadas para
associar com precisao os mesmos agentes patogénicos presentes em alimentos e os causadores
de enfermidades em humanos, sendo importantes para que medidas preventivas e corretivas
sejam realizadas, a fim de se evitar novos casos e surtos (ICMSF, 2006).

Uma das técnicas que auxiliam no entendimento epidemioldgico do agente patogénico ¢
o PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis), podendo ser utilizada no monitoramento de surtos,
na identificagdo e controle de cepas patogénicas, além da identificacdo da fonte de infeccao.
Essa técnica é considerada o método padrdo-ouro para tipagem de Salmonella, devido sua
acuracia e reprodutibilidade (BOONMAR et al., 1998; GUERRA et al., 2000; BOPP et al.,
2016). De acordo com Struelens, De Ryck e Deplano (2001), o PFGE serve para
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se realizar mapeamento fisico de cromossomos, para acompanhamento da evolugdo de clones

bacterianos em um determinado habitat e para estudos taxondmicos.

3.4.Genes de viruléncia em Salmonella spp.

Os genes de viruléncia determinam a patogenicidade da Sa/monella, ou seja, a capacidade
da bactéria em causar doenca. Esses genes estdo relacionados a caracteristicas essenciais a
patogenicidade da bactéria, como a habilidade de invasdo, fixacdo, multiplicacdo e a
sobrevivéncia do patégeno na célula do hospedeiro (OCHOA; RODRIGUES, 2005; VIEIRA,
2009). A capacidade da Salmonella em modular a expressdo dos seus genes de viruléncia,
proporcionam a bactéria habilidades de resistir aos mecanismos de defesa do hospedeiro, como
o pH estomacal, aumento de temperatura, alta osmolaridade, a¢do da bile, lisoenzimas, entre
outras (OCHOA; RODRIGUEZ, 2005; ZHANG, 2015).

Segundo Rhen e Dorman (2005), a variedade de hospedeiros da Salmonella pode ser
devido ao conjunto de genes de viruléncia, que auxiliam a bactéria na sua sobrevivéncia no
organismo do hospedeiro. Portanto, o estudo dos genes de viruléncia ajuda na compreensao do
potencial da Salmonella em causar uma infec¢do, e assim criar medidas para controlar a sua
sobrevivéncia no hospedeiro.

Os genes que codificam os fatores de viruléncia podem estar localizados em elementos
genéticos transmissiveis, como os transposons, plasmideos ou bacteridfagos, assim como
também fazer parte de regides especificas do cromossomo da bactéria, as chamadas de Ilhas de
Patogenicidade (GALDINO et al., 2013). Ha cinco Ilhas de Patogenicidade em Sa/monella, a
maioria dos genes esta localizada nessas ilhas, e esses genes podem ter sido adquiridos por
incorporagdo de materiais genéticos de outras bactérias (FERREIRA; CAMPOS, 2008;
BERCHIERI JUNIOR; FREITAS NETO, 2009).

Alguns fatores de viruléncia estdo associados a fimbrias, que sdo filamentos de adesdo da
bactéria na célula do hospedeiro, além de ser responsavel por formagao de biofilme (BISHOP;
DOUGAN; BAKER, 2006; GIBSON et al., 2007; BORGES et al., 2013). Existem
diferentes tipos de fimbrias, as mais estudadas sdo: fimbria polar longa (Long Polar Fimbriae—
LPF), fimbrias agregativas (Aggregative fimbriae — AGF), fimbrias do tipo I (Fim) e fimbrias
codificadas por plasmideos (Plasmid Encoded Fimbriae— PEF) (DARWIN; MILLER, 1999).
A fimbria polar longa (operon Ipf4)¢é a mais longa, esta localizada polarmente na bactéria e ¢
codificado pelo gene IpfA. O operon IpfA esta presente somente no género Salmonella, mas

pode ndo estar presente em todos os sorovares. Esse operon esta
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ligado a capacidade de adesdo da Salmonella as células M do intestino e pode conferir
imunidade cruzada entre diferentes sorovares de Salmonella (NORRIS; BAUMLER, 1999).

O operon sef possui quatro genes (sefABCD), que sdo necessarios para translocagdo e
formagao da fimbria SEF14, sendo esta fundamental para a aderéncia ou sobrevivéncia da
bactéria em macréfagos. O gene sefA codifica a maior subunidade da proteina SefA (uma das
quatro subunidades proteicas da SEF14), e além de estar associado com a producao da fimbria,
esse gene também estd envolvido com a adesdo do patogeno a regido da placa de Peyer no
intestino delgado (MIRMOMENI; KIANI; SISAKHTNEZHAD, 2008; LIU et al., 2011).

Na ilha de patogenicidade 1 estdo localizados os genes de invasdo (inv), que sdo
responsaveis pela internalizagdo da bactéria pela célula do hospedeiro, podendo também causar
apoptose em macrofagos infectados. O gene invA, que codifica a proteina InvA da membrana
interna da bactéria, ¢ fundamental para invasdo das células epiteliais do hospedeiro
(GROISMAN; OCHMAN, 1997; FERREIRA; CAMPOS, 2008; WHANG et al., 2009).Ainda
na ilha de patogenicidade 1, o gene sopB codifica a proteina SopB, apesar de ainda ser pouco
definido a fung¢do desse proteina acredita-se que a mesma altera o equilibrio i6nico causando a
secre¢do de fluidos resultando em diarreia, e também pode estar envolvida no recrutamento de
neutrofilos (PRAGER et al., 2000; KHOO et al., 2015)

Os plasmideos de viruléncia possuem uma regido gendmica quem contém o [ocus spv,
(Salmonella plasmid virulence) composto por cinco genes spv RABCD, essa regido pode
promover o crescimento e sobrevivéncia da bactéria no hospedeiro. O gene spvB provoca a
desestabilizag¢do do citoesqueleto das células e apoptose em macréfagos no hospedeiro (HUR
etal., 2011; RODICIO et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2013).

O gene pagC esta relacionado a sobrevivéncia da bactéria dentro dos macrofagos e a
resisténcia a pH baixo e a antimicrobianos (MILLER et al., 1992). O gene rpoS também ¢
responsavel pela sobrevivéncia da bactéria no hospedeiro, contra condi¢des de estresse como
pH baixo (LEE et al., 1995; ABDULLAH; MACKEY; KARATZAS, 2017). A CDT (toxina
de distensao citoletal) induz a apoptose das células do hospedeiro e prolonga a persisténcia da
bactéria no hospedeiro. CDT possue trés subunidades: cdtABC, sendo cdfB a forma ativa, essa
quando atinge o nucleo da célula do hospedeiro provoca rupturas no DNA (OHARA et al.,

2004; MEZAL; BAE; KHAN, 2014).
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3.5.Resisténcia a antimicrobianos de Salmonella spp.

Os antimicrobianos sao usados para inibir a multiplicacdo (bacteriostatico) ou causar a
morte (bactericida) da bactéria. Quando se alcanca esse objetivo, podemos dizer que o micro-
organismo ¢ sensivel ao antibidtico. Mas quando o micro-organismo multiplica-se ou sobrevive
a doses terapéuticas de determinado agente antimicrobiano dizemos que ele € resistente ao
medicamento (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Micro-organismos multirresistentes sdo resistentes a trés ou mais classes destes
medicamentos, que agem em alvos celulares diferentes (SHRESTHA et al., 2017). Sorovares
como S. Enteritidis (CARDOSO et al., 2006), S. Thyphimurium (RIBOT et al., 2002) e também
S. Hadar (CRUCHAGA et al, 2001) tém sido identificados como multirresistentes a
antimicrobianos, um problema ainda maior para a satde publica.

A resisténcia pode ser derivada de modificagdes na estrutura da bactéria, como alteragao
no material genético, ou por aquisi¢do de material genético de fontes externas (ambiente, virus
ou outras bactérias) (FIOCRUZ, 2018). O uso indiscriminado de antibi6ticos tanto na medicina
humana quanto na veterinaria, tem levado ao surgimento de cepas de bactérias mais resistente
a varias classes de antibioticos, sendo isso um grave problema na saude publica (ZIMERMAN,
2010).

A Organizacao Mundial de Satde (OMS) emitiu em 2017 um alerta sobre a necessidade
de se criar novos antibidticos para combater bactérias patogénicas que representam uma ameaga
para a saide humana, antes que acabem as op¢des de tratamento, pois muitas dessas bactérias
jé sdo resistentes a varios antimicrobianos. A OMS classificou os patéogenos de acordo com a
espécie e o tipo de resisténcia, em trés niveis prioritarios: critico, alto e médio. A Salmonella
spp. foi classificada no nivel alto, devido a sua resisténcia a fluoroquinolonas (OPAS, 2017).

Na veterindria o uso de antibioticos ¢ realizado para tratamento e controle de doengas, e
como promotores de crescimento. Porém, o uso indiscriminado na produ¢do de animais
destinados a alimentagao humana pode ser responsavel pelo surgimento de cepas de Salmonella
resistentes, gerando um problema no momento da escolha do antibiotico durante um tratamento
clinico humano, além de elevar os gastos com tratamentos e aumentar os indices de mortalidade
(FIOCRUZ, 2015).

A Instrucdo Normativa n°26 regulamenta a fabricagdo, o controle de qualidade, a
comercializa¢do e o emprego de antimicrobianos de uso veterinario para garantir o uso correto

desses medicamentos. Ainda estabelece que os antibidticos pertencentes as classes dos
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anfenicois, tetraciclinas, beta lactamicos (benzilpenicilamicos e cefalosporinas), quinolonas e
sulfonamidas sistémicas devem ser de uso exclusivo em produtos antimicrobianos de uso
veterinario, sendo vedada a sua utilizacdo como aditivos zootécnicos melhoradores de
desempenho ou como conservantes de alimentos para animais (BRASIL, 2009).

Virios paises ja diminuiram ou até mesmo proibiram o uso de antibidticos como
promotores de crescimento em animais produtores de alimento. A Unido Europeia ¢ um
exemplo desses paises que optaram pela proibi¢ao, e isso se estende para a importagdo de carnes
também, afetando a produgdo brasileira ja que a UE ¢ um dos nossos principais importadores
de carne. De acordo com a Organiza¢do Mundial de Saude, deve ser reduzido o uso de todas as
classes de antibidticos de importancia médica em animais produtores de alimentos, sendo
necessaria a restricao total desses medicamentos na promog¢ao do crescimento € na prevencao
de doencas sem diagnostico (ONU, 2017).

Os antibidticos ampicilina, cloranfenicol e trimetoprim-sulfametoxazol sdo utilizados
para tratamento inicial de salmonelose. Salmonella spp. resistente a pelo menos trésclasses de
agentes antimicrobianos sdo considerados resistentes a multiplos farmacos, a infec¢do causada
por esse sorotipo € normalmente tratada com quinolonas e cefalosporinas de terceira geragao
(KARON et al., 2007; ENG et al., 2015).

El-Sharkawy et al. (2017) avaliaram a suscetibilidade a antibioticos de sorovares
Salmonellaenterica isoladas de propriedades de frangos de corte no Egito, durante 2014-2015,
e encontraram taxa de sensibilidade a gentamicina, trimetoprim/sulfametoxazol e
estreptomicina de 100, 94,8 e 89,7%, respectivamente. Thung et al. (2016) analisaram a
sensibilidade a antibidticos de S. Enteritidis e S. Typhimurium isolados de amostras de carne
de frango crua vendidas em mercados na Maléasia. Todos os isolados foram resistentes a
eritromicina, penicilina e vancomicina, os isolados resistentes a multiplos farmacos
apresentaram resisténcia a pelo menos trés antibioticos (eritromicina, penicilina e
vancomicina).

Nguyen et al. (2016) examinaram amostras de carne crua (bovina, suina e aves) e frutos
do mar (camardo e peixes de dgua doce), recolhidos entre 2012 e 2015 em matadouros e
mercados no Vietna. Os isolados de Sal/monella tiveram prevaléncia alta de resisténcia a
antimicrobianos,  particularmente = a  tetraciclina,  ampicilina, cloranfenicol e
trimetoprima/sulfametoxazol. Dos isolados 41,1% apresentaram resisténcia a trés ou mais
classes de antimicrobianos. Nao se tem informagdes na literatura sobre o uso de antibioticos na
ranicultura, mas com a intensificacdo dos sistemas de criacdo de ras deve-se ficar atento ao

possivel uso dessas drogas.
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Mesmo em face das inimeras particularidades da ranicultura ¢ marcante a escassez de
estudos que considere pontos basicos da cadeia de produgao como a falta de informacgdes sobre
a qualidade higiénica dos produtos ofertados ao consumidor e o papel das etapas do abate sobre
essa qualidade (AYRES et al., 2015). Trabalhos que abordem outros temas além da area
especifica do processamento de subprodutos com a carne de ra tenderdo a colaborar com a
fidelizacao do consumidor e rompimento de barreiras criadas pela flutuagdo do prego da carne
e resisténcias alimentares ditadas por habitos e costumes (CARRARO, 2008; FAO, 2010;
MOREIRA, 2011; YANG et al., 2015).
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CAPITULO 2

INFLUENCIA DO JEJUM PRE-ABATE NAS CONTAGENS DE MICRO-
ORGANISMOS INDICADORES E PRESENCA DE Escherichia coli E Salmonella spp.
EM CARCACAS DE RA-TOURO (Lithobates catesbeianus)
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Influénciado jejum pré-abate nas contagens de micro-organismos indicadores e
presenca de Escherichia coli E Salmonella spp. em carcacas de ra-touro (Lithobates

catesbeianus)

Priscila Cristina Costa, Marcus Vinicius Coutinho Cossi

RESUMO
O objetivo do trabalho foi avaliar a influéncia de quatro tempos de jejum pré-abate (0, 24,

48 e 72 horas) na contaminag¢do microbiologica em carcacas de ras-touro (Lithobates
catesbeianus), abatidas em um abatedouro frigorifico de Uberlandia-MG. As amostras,
obtidas por meio de enxague da carcaga, foram coletadas em dois pontos do processo de
abate: A - ap0s a sangria e B - apods a toalete final. Foram realizadas andlises para
contagem de bactérias heterotroficas aerdbias mesoéfilas (CBT), coliformes a 35°C e
presenga de Escherichia coli e Salmonella spp. A identificacao de Salmonella spp. seguiu
a ISO 6579 e a confirmagdo foi feita por PCR (gene ompC). As amostras confirmadas
como Salmonella foram submetidas a avaliacdo de presenca de genes de viruléncia e teste
de sensibilidade a dez antimicrobianos por disco-difusdo. As contagens foram
comparadas por Kruskal-Wallis e as frequéncias por teste de Fisher (P<0,05). Para
contagens de CBT, 72 horas de jejum reduziu a contaminacao das carcagas no ponto B
quando comparada com os periodos de 0 e 24 horas, obtendo valores médios de 2,59
(x1,12), 3,65 (£1,74) e 3,73 (£0,79) log UFC/g respectivamente (P<0,05). Para presenca
de E. coli, o maior periodo de jejum resultou em carcagas com baixa ocorréncia deste
microrganismo, variando na etapa A do abate de 80% (0 horas) a 26,7% (72 horas) e na
etapa B de 60% (24 horas) a 13,3% (72 horas). Comportamento semelhante foi observado
para Salmonella spp, sendo que na etapa A houve variacdo de 20% de positividade (0
horas) a 3% (48 horas) e na etapa B de 17% (0 horas) a 0 (72 horas). Das amostras
confirmadas como Salmonella spp., 53,33% foram sensiveis a todos os antimicrobianos
testados. A cefalexina, ampicilina e tobramicina provocaram sensibilidade em todas as
amostras. Houve 100% de positividade para os genes sopB, spaN, msgA, e iroN, 93,3%
das amostras foram positivas para o gene invA, 83,3% para pagC e 73,3% para I[pfA. Com
esses resultados podemos concluir que o jejum de 72 horas foi o mais adequado para
obtencdo de um produto menos contaminado. Além disso, presenca de cepas de

Salmonella spp. positivas para varios genes de viruléncia
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eresistentes a alguns antibioticos, alerta para a necessidade de medidas de controle

higiénico sanitarias em todo o processo produtivo de ra.

Palavras-chave: Abate de ras. Coliformes a 35°C. Genes de viruléncia. Qualidade

microbioldgica. Resistencia a antibioticos. Salmonelose.
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Influence of pre-slaughtering fast on the counts of microorganisms indicating
hygiene and the presence of Escherichia coli and Salmonella spp. in bullfrog

carcasses (Lithobates catesbeianus)

ABSTRACTS
The objective of the work was to evaluate the influence of four times of pre-slaughter

fasting (0, 24, 48 and 72 hours) on microbiological contamination in carcasses of bull
frogs (Lithobates catesbeianus), slaughtered in a slaughterhouse in Uberlandia-MG. The
samples, obtained by rinsing the carcass, were collected at two points in the slaughter
process: A - after bleeding and B - after the final toilet. Analyzes were performed to count
mesophilic aerobic heterotrophic bacteria (CBT), coliforms at 35 © C and the presence of
Escherichia coli and Salmonella spp. The identification of Salmonella spp. followed ISO
6579 and confirmation was made by PCR (ompC gene). Samples confirmed as
Salmonella were submitted to the evaluation of the presence of virulence genes and
sensitivity test to ten antimicrobials per disk-diffusion. The counts were compared by
Kruskal-Wallis and the frequencies by Fisher's test (P<0.05). For CBT counts, 72 hours
of fasting reduced the contamination of carcasses at point B when compared with the
periods of 0 and 24 hours, obtaining average values of 2.59 (= 1.12),

3.65 (= 1.74 ) and 3.73 (£ 0.79) log UFC/g respectively (P <0.05). For the presence of
E. coli, the longest period of fasting resulted in carcasses with low occurrence of this
microorganism, varying in step A of slaughter from 80% (0 hours) to 26.7% (72 hours)
and in step B of 60% (24 hours) to 13.3% (72 hours). Similar behavior was observed for
Salmonella spp, and in step A there was a 20% positive variation (0 hours) at 3% (48
hours) and in step B by 17% (0 hours) at 0 (72 hours). Samples confirmed as Salmonella
spp., 53.33% were sensitive to all tested antimicrobials. Cephalexin, ampicillin and
tobramycin caused sensitivity in all samples. There was 100% positivity for the sopB,
spaN, msgA, and iroN genes, 93.3% of the samples were positive for the invA gene,
83.3% for pagC and 73.3% for IpfA. With these results we can conclude that the 72 hour
fast was the most adequate to obtain a less contaminated product. In addition, the presence
of strains of Salmonella spp. positive for several virulence genes and resistant to some
antibiotics, warns of the need for sanitary hygienic control measures in the entire frog

production process.
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Key-words: Slaughter of frogs. Coliforms at 35 © C. Virulence genes. Microbiological

quality. Antibiotics resistance. Salmonellosis.
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1. INTRODUCAO

A carne de rd ¢ muito consumida em paises como Franga e Estados Unidos, e apesar
de ainda ser pouco expressivo o seu consumo no Brasil, tem mostrado crescimento nos
ultimos anos (CRIBB; AFONSO; FERREIRA, 2013; LIMA; CRUZ; MOURA, 1999).
Lithobates catesbeianus ¢ a espécie de ra utilizada na ranicultura brasileira, € mesmo
sendo exoética se adaptou muito bem as condigdes do pais, apresentando uma Otima
producdo (FERREIRA; FRANCA; DIA, 2009).

A legislacdo brasileira estabelece diretrizes acerca de inspe¢ao de anfibios, que sdo
classificados, segundo o Regulamento de Inspe¢ao Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem Animal (RIISPOA), como pescados (BRASIL, 2017). Mesmo tendo sido
incluidos detalhes no Decreto n°® 9013 de 2017, ainda faltam informagdes em relagdo ao
abate de rds, como o tempo de jejum pré-abate, etapa muito importante para evitar a
contaminagdo da carcaga durante o abate e consequentemente produzir um alimento
in6cuo (BRASIL, 2017).

Um dos principais pontos de contaminacdo da carcaga dentro na linha de abate € a
evisceragdo, pois nesse momento pode ocorrer ruptura das visceras causando
contaminagao da carcaga com contetudo intestinal (BOLTON; DOHERTY; SHERIDAN,
2001, MENDES, 2001; LANA et al., 2018). Neste contexto, o jejum pré- abate ¢
necessario para ocorrer o esvaziamento do intestino do animal e reduzir as chances de
contaminagdo (WALL, 2001; LANA et al., 2018). Caso nao seja respeitado o periodo
necessario para este esvaziamento, ou até mesmo se for feito um periodo maior do que o
ideal, as chances de rompimento sdo maiores e a carcaca fica exposta a contaminagao de
origem entérica (ICMSF, 1980; BONESI; SANTANA, 2008; RUI; ANGRIMANI,
SILVA, 2011).

Uma das formas de avaliar a qualidade microbiologica de carnes ¢ quantificar
micro-organismos indicadores, como bactérias mesofilas e enterobactérias. Esses micro-
organismos podem estar presentes no ambiente ou no intestino dos animais € do homem
e, portanto, podem ser usados como indicativos de falha no processamento e possivel
contaminacdo fecal (SERRAINO et al., 2012). Além disso, a presenca destes micro-
organismos pode indicar a presenca de bactérias patogé€nicas, como Salmonella spp., que
também habita o trato intestinal dos animais e ¢ um dos patdégenos mais associados as

doengas de origem alimentar (BUCHANAN, 2000; SERRAINO et al., 2012).
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Salmonela spp. ¢ uma bactéria comumente associada a surtos alimentares em todo
mundo. Sdo reconhecidos mais de 2600 sorovares de Salmonella, todos potencialmente
patogénicos (EFSA, 2014). A pesquisa por genes de viruléncia oferece um potencial do
dimensionamento da patogenicidade dos isolados de Salmonella spp. associados com
alimentos (CAPUANO et al., 2013; YANG et al., 2015). Além disso, avaliar a resisténcia
a antibidticos ¢ fundamental para se estimar o risco para a saude publica, ja que nos
ultimos anos, muitas cepas isoladas de Salmonella spp. tém se mostrado resistentes a
diversos agentes antimicrobianos (CARRAMINANA; ROTA; HERRERA, 2004; HUR;
JAWALE; LEE, 2012; VAN et al., 2012; COSSI et al., 2014; YANG et al.,

2015; ZHANG et al., 2015).

Assim, este trabalho teve como objetivo comparar o impacto de diferentes periodos
de jejum pré-abate (0, 24, 48 e 72 horas) na contagem de micro-organismos indicadores
e presenga de E. coli e Salmonella spp. em carcagas de ra-touro abatidas em um

estabelecimento localizado em Uberlandia-MG, Brasil.

2. MATERIAL E METODOS

2.1.Caracterizacao do local de coleta

A coleta das amostras foi realizada durante os anos de 2017 e 2018em um frigorifico
experimental da Universidade Federal de Uberlandia-MG@G, Brasil. O sistema de criagdo ¢
fechado, ou seja, toda a produgdo das ras ¢ realizada nesse local, desde a fase de girino
até a fase adulta, incluindo a reproduc¢ao e o abate. As ras sdo alimentadas com racao para
peixes e sdo abatidas com idade entre quatro e seis meses, € com peso médio aproximado
de 350 gramas. O abate ¢ realizado por dois funciondrios e as etapas do processo sao:
insensibilizacdo (eletronarcose), sangria, esfola, evisceragdo, toalete e resfriamento.
Todas as etapas de manejo pré-abate até a operagao de insensibiliza¢do e sangria, seguem
o conjunto de diretrizes técnicas e cientificas que garantem o bem-estar animal (BRASIL,
2000). O estabelecimento segue os requisitos gerais de higiene e boas praticas de
elaboragdo para alimentos elaborados/industrializados para consumo humano, dispostos
na Portaria n°® 368 de 1997 e atualmente estd em processo de autorizagdo para realizacao
de abate comercial sob fiscalizagdo do servigo de inspe¢ao municipal (SIM) (BRASIL,

1997).
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2.2.Coleta das amostras

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimenta¢io Animal (CEUA)
conforme protocolo n°® 026/17. Foram utilizados 140 animais, todos foram retirados do
mesmo recinto e apresentavam padronizagcdo de tamanho e estavam saudaveis, sem
fraturas ou feridas.

Os animais foram alocados em tanques separados de acordo com a hora de jejum
pré-abate ao qual seriam submetidos, que eram: 0 horas, 24 horas, 42 horas e 72 horas.
Para cumprir o periodo de jejum as visitas foram feitas em dias sequenciais e a coleta foi
realizada em dois momentos do processo de abate: ponto A (apds a sangria) e ponto B
(ap6s a toalete). Para o jejum zero os animais foram abatidos imediatamente apos o trato
realizado no inicio da manha.

As amostras foram obtidas pela técnica de enxdgue, onde cada carcaga era imersa
em sacolas estéreis contendo 100 mL de solu¢dao de NaCl 0,85% estéril, e massageava-
se o conjunto (carcaga e solucdo) durante 30 segundos, antes da retirada da carcaca
(CASON et al. 2006, adaptado). Apds a coleta, as amostras eram mantidas refrigeradas
em isopor com gelo até a chegada ao laboratorio para ser realizadas as analises. Em cada
ponto (A e B) as carcagas eram pesadas individualmente em balanca manual para correta

analise dos dados de contagem feitos neste estudo.
2.3.Analise microbiologica

As amostras foram analisadas logo quando chegavam ao Laboratorio de Inspecao e
Tecnologia de Produtos de Origem Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria da

Universidade Federal de Uberlandia (FAMEV-UFU), seguindo os procedimentos

padrdes para a identificacdo microbiologica.

Contagem de Indicadores e identifica¢do de Escherichia coli

Para pesquisa de micro-organismos indicadores foram coletadas amostras de 76
animais (19 para cada grupo de jejum). Foram realizadas dilui¢des seriadas das amostras
em tubos com salina peptonada (0,1%). Para bactérias heterotroficas aerdbias mesofilas

as amostras foram homogeneizadas com PCA (Plate Count Agar) em placas
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de petri estéreis e incubadas a 37°C, por 48 horas. A contagem foi feita em placas
contendo de 25 a 250 coldnias, e para o resultado final foi feito a média das contagens
das dilui¢des dentro do intervalo pré-definido e o valor ajustado levando em consideragao

o peso (gramas) das carcacas. Para este ajuste utilizou-se o seguinte calculo:

m|
UFC/g=—
) p/¢

g=UFC/g
mL = UFC/mL

p = peso da carcaga no ponto avaliado
¢ = volume de 100 mL constante no saco de enxague

Para a contagem de coliformes a 35°C e Escherichia coli as amostras foram
inoculadas em placas Petrifilm™ EC (3M Company, St. Paul, MN, EUA) seguindo as
recomendacdes do fabricante. A faixa de contagem total em Petrifilm ¢ de 15 a 150
coldnias, foram consideradas como coliformes a 35°C as coldnias vermelhas e coldnias
azuis com producdo de gas, e apenas as colonias azuis com producdo de gas como sendo
E. coli. As contagens obtidas também foram ajustadas levando em consideracdo o peso

(gramas) das carcacas conforme descrito anteriormente.

Identificagdo de Salmonella spp.

Para pesquisa de Salmonella spp. foram coletadas amostras de 140 animais (jejum
0 = 35 animais; jejum 24h = 34, jejum 48h = 36; jejum 72h = 35). Para isso, 30 mL de
cada homogenato das amostras foram transferidos para um frasco estéril contendo 30 mL
de salina peptonada em concentragao dupla,sendo incubados em estufa a 37°C/24 horas
(CASON et al., 2006, adaptado).

O isolamento de Salmonella spp. foi realizado seguindo os padrdes internacionais
de identificagdo, ISO 6579 (ISO 2002). Para isso, 30 ml de cada homogenato das amostras
foram transferidos para um frasco estéril contendo 30 ml de salina (0,75%) peptonada
2%, resultando assim em um volume final de 60 ml de salina peptonada a 1%, sendo os
frascos incubados em estufa a 37°C/24 horas (CASON et al., 2006, adaptado). Apos este
periodo, uma aliquota de 1 mL foi transferida para tubo contendo 10 mL de caldo de

enriquecimento seletivo Selenito Cistina (Oxoid) e 0,1 ml para tubo
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contendo 10 ml de caldo Rappaport Vassiliadis (Oxoid), os caldos foram incubados a
37°C e 41,5°C por 24 horas, respectivamente.

Posteriormente, foi realizada a semeadura em placas de Agar Salmonella Shigella
(Oxoid) e Agar XLD (Agar de desoxicolato-lisina-silose, Oxoid), sendo as placas
incubadas a 37°C/24 horas. As 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
0,9 mL do caldo para microtubos (duplicatas) e adicionar 0,1 mL de glicerol em cada
microtubo, sendo realizado o congelamento da amostra para posterior confirmagdo por
metodologia molecular. As amostras foram reativadas em caldo BHI (Brain Heart
Infusion) para realizacdo do PCR (Polymerase Chain Reaction).

A confirmagdo 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 identificagdo e
confirmacao deste micro-organismo (ALMEIDA et al., 2013; ALVAREZ et al., 2004). O
PCR para detec¢ao de Salmonella spp. foi realizado no Laboratorio de Biotecnologia
Animal Aplicada da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de
Uberlandia.

Para a realizacdo do PCR, as colOnias suspeitas isoladas foram submetidas a
extracao e purificagdo de DNA, utilizando o Kit de purificagdo Wizard Genomic DNA
(Promega Corp., Madison, WI). Foram preparadas reagdes com volume total de 25 L,
sendo 2 pL. de DNA da amostra, 400 nmol de cada primer (gene ompC: ompC-F 5”-
ATCGCTGACTTATGCAATCG-3” e ompC-R 5”-CGGGTTGCGTTATAGGTCTG-
3), GoTaq Green conforme recomendagdes do fabricante e agua livre de nucleasse até
completar o volume. As condig¢des utilizadas para a reagao foram: 95°C por 2 minutos
para desnaturacgdo inicial, 30 ciclos de 95°C por 30 segundos para desnaturacao, 57°C por
1 minuto para anelamento, 72°C por 1 minuto para extensado, e ap6s o término destes 30
ciclos, 72° por 5 minutos para extensao final. Os produtos do PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1,5%, cepa de S. Enteritidis ATCC 13076 foi usada como
controle positivo, 4gua ultrapura no controle negativo e marcador de peso molecular de
100 pb (Ladder 100 pbKasvi®), o gel foi posteriormente corado com SYBR® Safe DNA

Gel Stain (Invitrogen, S33111) e observado em transiluminador. As
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amostras que apresentaram banda correspondente a 204 pares de base foram

consideradas positivas para Salmonella spp.

Genes de viruléncia

Os isolados confirmados como Salmonella foram submetidos a protocolos de PCR
para identificacdo de genes de viruléncia. Os primers utilizados nos protocolos para os
genes sopB, spaN, spvB, orgA, pagC, msgA, iroN, cdtB, foram descritos por Skyberg et
al. (2006), para gene invA os primers foram descritos por Swamy et al. (1996), para sefA
por Oliveira et al. (2003) e para IpfA por Heuzenroeder, Murray e Dalcin (2000).

Para a realizagdo das andlises de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) para
pesquisa dos genes de viruléncia foi utilizado como controle positivo a cepa de S.
Enteritidis ATCC 13076. As reagdes de PCR foram realizadas a partir de um volume final
de 25uL contendo 1pL de DNA da amostra, 2,5 pL. de tampao 10X, 0,75 pL. de 50 mM
MgCl2, 1,25 pL de 10 pmol/uL. da sequéncia forwarde reverse de cada primer
(Invitrogen®), 0,25 uL de 20 mM do mix de dNTPs (Invitrogen®), 0,25 uL de Taq
(5U/uL) (Invitrogen®) e 17,75 pL. de H20 ultrapura.

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese e foram corados e
visualizados. Produtos de PCR de Produtos de PCR de 284 pb (invA), 250 pb (IpfA) e
488 pb (sefA), 220pb (sopB), 504pb (spaN), 717pb (spvB), 255pb (orgA), 454pb (pagC),
189pb (msgA), 1205pb (iroN), 268pb (cdtB) foram considerados positivos para cada gene

rastreado.

Resisténcia antimicrobianos

A susceptibilidade das cepas confirmadas de Salmonella spp aos antimicrobianos
foi avaliada pela técnica de disco difusdo, utilizando protocolo recomendado pelo
Clinicaland Laboratory Standards Institute (CLSI, 2013). A escolha dos antimicrobianos
baseou-se na utilizagdo dessas drogas na medicina veterinaria € humana e ocorréncia de
resisténcia em ambas as areas. Os antimicrobianos testados foram: Azitromicina 15 mcg
(AZI), Tobramicina 10 mcg (TOB), Cefalotina 30 mcg (CFL), Ampicilina 10 mcg
(AMP), Cefalexina 30 mcg (CFE), Neomicina 30 mcg (NEO), Meropenem 10 mcg
(MER), Ciprofloxacina 5 mcg (CIP), Cefotaxima 30 mcg (CTX) e Ceftrioaxona 30 mcg

(CRO). As zonas de inibicao foram medidas e
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classificadas como resistentes (parcial foi considerado como total) ou sensiveis ao
antimicrobiano de acordo com recomendagdes do CLSI (2013). A cepa Escherichia coli

ATCC 25922 foi utilizada como cepa controle da qualidade dos testes de sensibilidade.

2.4.Analise de dados

Os resultados de indicadores foram expressos em logio UFC/g. Para comparar
contagens microbiologicas obtidas nas etapas A e B foi utilizado o teste Mann-Whitney
(P<0,05). Paracomparar as médias de contaminagdo obtidas em cada jejum analisado foi
utilizado o teste Kruskal-Wallis e posteriormente o teste Dunn (P<0,05). Por fim, as
comparagdes de frequéncias de ocorréncia de E. coli € Salmonella foram feitas pelo teste
exato de Fisher (P<0,05). Os resultados de presen¢a de genes de viruléncia e resisténcia
aos antimicrobianos foram analisados por estatistica descritiva simples. Toda analise

estatistica foi realizada no programa Graph Pad Instat.

3. RESULTADOS

As contagens médias de bactérias heterotroficas aerobias mesofilas (CBT) nos
diferentes tempos de jejum (0, 24, 48 e 72 horas) e nos dois pontos de coleta do abate (A
e B) estdo representadas na tabela 1. Nao foi observado impacto do periodo de jejum na
contagem de CBT na etapa A do abate (P>0,05). No ponto B, o jejum de 72 horas resultou
em uma contaminagdo de carcaga menor que aquelas submetidas aos jejuns de 0 e 24
horas (P<0,05). Nota-se ainda que a contaminagdo na etapa B do abate para as carcagas
submetidas aos jejuns 24 e 48 horas foram superiores a contaminag¢ao encontrada na etapa

A (P<0,05)

Tabela 1. Contagem de bactérias heterotroficas aerdbias mesofilas (log UFC/gramas) em

amostras de carcagas de ras-touro em diferentes tempos de jejum pré-abate e coletadas

em dois pontos do processo de abate em um abatedouro-frigorifico de Uberlandia-MG.
Pontos do Abate

Periodo de Jejum n A B
0 15 3,37(+1,03)>4 3,65(+1,74)»*
24 15 2,63(£1,27)** 3,73(+0,79)*B
48 15 2,95(+0,90)>4 3,42(+0,81)*>B
72 15 2,94(+1,07)>* 2,59(£1,12)>4
Total 60 2,97(+1,09)* 3,35(+1,24)8

*letras minusculas sobrescritas indicam diferenga estatistica entre os valores de uma
u iuscu itas indi i isti

mesma coluna; **letras maitsculas sobrescritas indicam diferencga estatistica entre os

valores de uma mesma linha.

Ja na avaliagdo de contagens de coliformes a 35°C ndo foram identificadas diferencas



50
entre os jejuns e entre os pontos A e B do abate (tabela 2) (P>0,05). Apesar de ter sido

identificada a presenga deste grupo de microrganismo em 95% (114/120) das amostras
analisadas, nota-se que as médias de contagens foram baixas, sendo que em 90 amostras a

contagem foi inferior a 11log10 UFC/g.

Tabela 2. Contagem de coliformes a 35°C (log UFC/g) em amostras de carcacas de ras-
touro, em diferentes tempos de jejum e em dois pontos da linha de abate em um
abatedouro-frigorifico de Uberlandia-MG.

Periodo de Jejum n Pontos do Abate
A B
0 15 1,27(1,08)A 0,85(0,67)>*
24 15 0,70(0,70)>* 0,74(0,58)>A
48 15 0,60(0,55)* 0,65(0,54)>A
72 15 1,08(0,94)>* 0,73(0,72)>A
Total 60 0,91(0,86)* 0,74(0,62)*

*letras minusculas sobrescritas diferentes indicam diferenca estatistica entre os valores
de uma mesma coluna; **letras maitsculas sobrescritas diferentes indicam diferenca
estatistica entre os valores de uma mesma linha.

Assim como para coliformes a 35°C, na avaliacdo do impacto do jejum sobre a
presenca de Escherichia coli em carcagas de ra-touro (tabela 3), ndo houve diferenca entre
os pontos A, ap0Os a sangria, e B, apos a toalete. Entretanto, ao comparar os tempos de
jejum nota-se que, assim como para CBT,o periodo de 72 horas foi responsavel por uma

contaminagdo menor da carcaga.

Tabela 3. Frequéncia de Escherichia coli em amostras de carcagas de ras-touro, em
diferentes periodos de jejum e em dois pontos de coleta no abate (ponto A: apds sangria
e ponto B: apos a toalete), em um abatedouro-frigorifico de Uberlandia-MG.

Ponto do abate

Periodo de Jejum n A B
Positivos % Positivos %
0 15 10 66,7 5 33,3%b
24 15 4 26,7%° 7 46,7°
48 15 6 4020 5 33,3%P
72 15 3 20P 1 6,7°
Total 60 23 38,34 18 304

*letras minusculas sobrescritas diferentes indicam diferenca estatistica entre os valores
de uma mesma coluna; **letras maiusculas sobrescritas diferentes indicam diferenca
estatistica entre os valores de uma mesma linha.
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Ao avaliar a ocorréncia de Salmonella spp. em 140 carcagas observou-se nao haver

diferenca entre os dois pontos de abate analisados com uma frequéncia média no ponto A
de 8,5% e no ponto de B de 7,8% (Tabela 4). O jejum O horas apresentou um maior
nimero de amostras positivas para o patdgeno na etapa A do abate em relagdo ao jejum
de 48 horas (P<0,05). No ponto B o patdégeno nao foi identificado no grupo submetido a
72 horas de privagao de comida, sendo estatisticamente diferente da ocorréncia observada

no jejum de 0 horas (P<0,05).

Tabela 4. Frequéncia de Sal/monella spp. em amostras de carcagas de rds-touro, em
diferentes periodos de jejum pré-abate e em dois pontos no abate (ponto A: apds sangria
e ponto B: apds a toalete), em um abatedouro-frigorifico de Uberlandia.

Tempo de Jejum n Ponto A Ponto B Total
Positivo % Positivo %

0 35 7oA 20,0 6>A 17,1 13/70°
24h 35 28.bA 5,7 42 bA 11,4 6/70°
48h 35 1A 2.8 [a-bA 2,8 2/70P
72h 35 2abA 5,7 obA 0 2/70P

Total 140 12 8,54 11 7,84

*letras minusculas sobrescritas diferentes indicam diferencga estatistica entre os valores
de uma mesma coluna; **letras maitsculas sobrescritas diferentes indicam diferenca
estatistica entre os valores de uma mesma linha.

Os resultados de resisténcia antimicrobiana das amostras confirmadas como
Salmonella spp. estdo apresentados na tabela 5. A maioria das amostras (53,33%) foi
sensivel a todos os antimicrobianos testados. Todos os isolados (100%) foram sensiveis
a cefalexina, ampicilina e tobramicina. Um isolado apresentou perfil de multirresisténcia
(= 3 classes de antimicrobianos).

Na tabela 6 estdo representados a frequéncia dos genes de viruléncia dos isolados
de Salmonella spp. Todos os isolados (100%) apresentaram os genes sopB, span, msgA,
e iron, 93,3% das amostras foram positivas para o gene invA, 83,3% para pagC e 73,3%
para IpfA.

Na tabela 6 estdo representados a frequéncia dos genes de viruléncia dos isolados
de Salmonella spp. Todos os isolados (100%) apresentaram os genes sopB, span, msgA,

e iron, 93,3% das amostras foram positivas para o gene invA, 83,3% para pagC e 73,3%

para IpfA.



Tabela 5. Perfil de resisténcia antimicrobiana de Salmonella spp. isoladas de carcagas de rﬁs-t&@o, em dois pontos no abate (ponto A: apds sangria e ponto
B: apds a toalete)

Animal Amostra Ponto de Antimicrobianos
coleta CIP CFE MER CTX NEO CRO AMP TOB CFL AZI
1 1R Ponto I SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. RESIST. RESIST.
2R Ponto I SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS.  SENS. SENS. SENS. SENS.
3R Ponto I SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS.
2 4R Ponto II SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS.
5R Ponto II SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. RESIST.
6R Ponto II SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS.  SENS. SENS. SENS. SENS.
3 7R Ponto I SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS.  SENS. SENS. SENS. SENS.
8R Ponto I SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS.  SENS. SENS. SENS. SENS.
4 9R Ponto II SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS.  SENS. SENS. SENS. SENS.
5 10R Ponto I SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS.
11R Ponto I SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS.  SENS. SENS. SENS. SENS.
12R Ponto I SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS.
6 13R Ponto 11 INTERM. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS.  SENS. SENS. SENS. SENS.
14R Ponto 11 SENS. SENS. SENS. RESIST. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS.
7 78R Ponto 11 RESIST. SENS. RESIST. RESIST. INTERM. SENS. SENS. SENS. INTERM. SENS.
8 79R Ponto I INTERM. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS.
9 &IR Ponto I INTERM. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS.  SENS. SENS. SENS. SENS.
10 85R Ponto 11 INTERM. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS.
11 103R Ponto 11 INTERM. SENS. SENS. SENS. INTERM. SENS.  SENS. SENS. SENS. SENS.
105R Ponto 11 INTERM. SENS. SENS. SENS. INTERM. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS.
12 113R Ponto I INTERM. SENS. SENS. SENS. INTERM. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS.
114R Ponto I RESIST. SENS. SENS. SENS. INTERM. SENS. SENS. SENS. SENS. RESIST.
14 124R Ponto II RESIST. SENS. SENS. SENS. INTERM. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS.
15 140R Ponto I RESIST. SENS. SENS. SENS. SENS. INTERM. SENS. SENS. SENS. SENS.
16 142R Ponto I INTERM. SENS. SENS. SENS. INTERM. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS.
17 150R Ponto I SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS.
18 151R Ponto II SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS.
152R Ponto 11 SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS.
153R Ponto II SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS.
19  155R Ponto 11 SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS.

156R Ponto II SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS. SENS.
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Tabela 6. Perfil de viruléncia de Salmonella spp. isoladas de carcagas de ras-touro, em
dois pontos no abate (ponto A: ap6s sangria e ponto B: apds a toalete), em um
abatedouro-frigorifico de Uberlandia.

Ponto de Genes de Viruléncia*
coleta

Animal Amostra
invA IpfA sopB span pagC  msgA  iron rpoS

1 IR Ponto I + + + + + + + +
2R Ponto I + + + + + + + +

3R Ponto I + + + + + + + +

2 4R Ponto II + + o+ + - + n ¥
SR Ponto II + + + + + + + +

6R Ponto II + + + + + + + +

3 TR Ponto I + + + + + + + +
8R Ponto I + + + + + + + +

4 9R Ponto 11 + + - - . ) 3 )
5 10R Ponto + + o+ + + + ¥ n
11R Ponto I + + + + - + + +

12R Ponto I + + + + + + + +

6 I3R  Ponto Il + -+ + + + + +
14R Ponto II + + + + + + + +

78R Ponto II + + + + + + + +

T9R Ponto I + + + + + + + T

8IR Ponto I + - + + + + + "

10 &5R Ponto II + - + + - + + +
11 103R  Ponto II + + o+ + + + + +
105R Ponto 11 - + + + + + + +

12 113R  Pontol + -+ + + + + +
114R Ponto I - - + + + + + +

14 124R  Ponto II + -+ + + + + +
15 140R Ponto I + - + + - + + +
16 142R Ponto I + - + + - + + +
17 150R Ponto I + + + + + + +
18 I5IR  Ponto Il + + o+ + + + + +
152R Ponto II + + + + - + + +

153R Ponto II + + + + + + + "

19 155R Ponto 11 + + + + + + + +
156R Ponto II + + + + + + + +

* Os genes sef A, cdrB, orgA e spvB foram negativos em todos os isolados testados e ndo foram

incluidos na tabela

4. DISCUSSAO

As variagdes observadas nas contagens de CTB entre as carcagas avaliadas e entre
os pontos de abate mostram a importancia de cada etapa antes e durante o processamento
(Tabela 1). A correta realizacdo do jejum e o treinamento dos colaboradores podem
contribuir com a redug¢do da contaminacdo final da carcaga, j4 que muitos micro-

organismos podem estar aderidos a pele de anfibios ou presentes no sistema digestivo
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desses animais (PESSIER, 2002; CULP; FALKINHAM; BELDEN, 2007; WALKE et

al., 2014). Em relacao a contaminagao inicial dos animais deve-se levar em consideracao
a forma de criagdo das rds, principalmente a higienizagdo do local e a qualidade da agua
que ¢ utilizada na criacdo, pois bactérias heterotroficas aerobias mesoéfilas sio comumente
encontradas no ambiente (JAY, 2005).

Os animais analisados neste trabalho sdao oriundos de sistemas de criacao alagado,
ou seja, sdo criados em baias inundadas que mesmo com troca de dgua constante,
contribui para a contaminacao cruzada da pele dos animais (CRIBB; AFONSO;
MOSTERIO, 2013). Portanto, ressalta-se a importancia de boas praticas de manejo na
ranicultura para que a contaminagdo inicial no abate diminua, e por consequéncia haja
menor chance de contaminagdo da carcaga ou produto final (CARDOZO, 2014).

No ponto B, etapa apos a realizagdo da evisceracao, ¢ um dos pontos mais criticos
do abate, ja que durante a retirada das visceras estas podem se romper ¢ contaminar a
carcaga com seu conteudo (JAY, 2005). No abate de grandes animais realiza-se a oclusao
do reto com o intuito de evitar o extravasamento do contetido intestinal, entretanto, para
animais pequenos como frango, peixes e ras, ndo ha esta pratica (BRASIL, 2017). Nas
ras a evisceragao € realizada pelo método de arrancamento manual das visceras no sentido
cloaca-cabega.

A legislacdo brasileira ndo estabelece um limite de contaminagdo por bactérias
heterotroficas aerobias mesofilas em carne de ra (BRASIL, 2001). A Comissdo Nacional
de Normas e Padrdes Alimentares (CNMPS) descreve como valor padrao para bactérias
aerdbias mesofilas de 10° UFC/g para pescados crus, frescos, refrigerados ou congelados
(ABIA, 1985). A FAO (Food and Agriculture Organization) estabelece o valor de 5,0x10°
UFC/g como o maximo de contaminacgdo aceitdvel (SHRIVASTAVA, 1986). Sendo
assim, as contagens encontradas nas carcagas de ras abatidas neste estabelecimento para
CTB foram consideradas adequadas, ndo havendo nenhuma com contagem superior a

preconizada.
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No presente trabalho foi observado que no ponto A os periodos de jejum nao
influenciaram as contagens de CBT e coliformes a 35°C (tabela 1 e 2). Mesmo os animais
tendo sido retirados do ambiente comum de producao e alocados em um ambiente novo
e com agua limpa, isso nao foi suficiente para a redugdo destes micro- organismos. Este
beneficio poderia ter sido observado se somado a alocagdo em local limpo fosse realizada
uma limpeza mecanica dos animais antes do inicio do abate, para retirada de restos de
fezes, urina e como um processo inicial de desinfec¢do da pele, para reduzir a carga
microbiana (LIMA; CRUZ; MOURA, 1999; RAMOS, 2004). No entanto, mesmo sem
esta limpeza mecanica, este periodo em baias novas e com agua limpa foi suficiente para
a reduc¢do na identificacdo de Escherichia coli no ponto A do abate das ras (tabela 3).

Considerando a etapa B, foi possivel identificar reducdo para bactérias
heterotréficas aerobias mesofilas (tabela 1) e presenca de Escherichia coli (tabela 3) com
o aumento dos tempos de jejum pré-abate. Para ambos os micro-organismos, com 72
horas de jejum foi possivel identificar diferenca estatistica entre os valores. Nos trabalhos
cientificos publicados sobre o abate de ra-touro, sdo usados tempo de jejum de 24 a 48
horas, mas ndo ¢ avaliado o impacto do jejum sobre a inocuidade da carne (ALFANI,
2007; BRASIL, 1998; FILHO, 2009).

Assim, com os resultados encontrados neste trabalho pode-se observar que do ponto
de vista microbioldgico o tempo de jejum de 24 ou 48 horas ndo sdo suficientes para
reduzir as contagens CBT ou a ocorréncia de E. coli. Considerando que E. coli esta
presente no intestino de ras-touro, € preciso ateng¢do durante a evisceracdo dos animais e
com a limpeza da carcaca ap0s essa etapa, para que se mitigue a contaminacao da carcaga
por estes micro-organismos (CARR et al., 1976; GRAY et al., 2007). Gray et al. (2007)
em experimento com ras-touro, inocularam nos girinos por via oral Escherichia coli
O157:H7, produtora da Shiga toxina que pode causar a Sindrome hemolitico- urémica em
humanos. Apo6s 14 dias, mais da metade dos animais foram positivos para o patogeno,
sugerindo que ras-touro sdo hospedeiros adequados para E. coli O157:H7.

Como apresentado na tabela 4, o jejum também influenciou a ocorréncia de
Salmonella spp. no inicio do abate, ponto A, e no final do abate, ponto B. A auséncia de
jejum (0 horas) implicou na maior quantidade de amostras positivas para Salmonella spp.
(ponto A: 20%, ponto B: 17%) e o periodo de 72 horas de jejum na reducdo da
contaminagdo das carcacas, chegando a nao haver amostra contaminada no ponto B

(ponto A: 6%, ponto B: 0%).
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Semelhante ao observado para E coli, os resultados obtidos no ponto A indicam que
a alocagdo dos animais em uma baia limpa ¢ importante para a redugdo da contaminagao
externa da carcaga (RIBAS; POONLAPHDECHA, 2016; DADIE et al., 2017; CDC,
2018). Na etapa B o melhor resultado foi obtido com 72 horas e isso pode ser devido a
menor carga microbiana intestinal resultado do tempo de jejum que o animal foi
submetido (MENDES, 2001; SCHETTINO et al., 2006).

Nao ha na literatura trabalhos sobre jejum pré-abate e sua relagdo com a
contamina¢do microbiana em carcacas de rads-touro, o que impede a comparagdo dos
resultados obtidos no presente trabalho com outros achados semelhantes. Bermejo-Poza
et al. (2017) avaliaram a influéncia de diferentes tempos de jejum pré-abate em trutas, e
semelhante ao observado para ras, o esvaziamento intestinal completo ocorreu ap6s 4 dias
de jejum (72 horas). Apesar de nao ter sido foco do presente trabalho, outras variaveis
podem ser levadas em consideragao na discussdo sobre o tempo ideal de jejum como, o
impacto sobre o peso da carcaga ou a logistica necessaria para se alcancar 72 horas de
jejum.

Independente do jejum pré-abate, a frequéncia de Salmonella spp. encontrada neste
trabalho, nas carcacgas de ras-touro destinadas ao consumo € preocupante. Dadi¢ et al.
(2017), realizaram estudo na Costa do Marfim com 210 amostras de carne fresca de ras,
e encontraram 11,4% de positividade para Salmonella spp. Em pesquisa realizada no
Brasil, no Rio de Janeiro, por Barreira et al. (2011), 10% de 30 carcacas de ra congeladas
vendidas no mercado foram positivas para Samonella spp. Estas frequéncias de
positividade para o patdgeno sao superiores a muitos estudos com carne de frango, bovino
e suino e mostram a necessidade de tecnificagdo do processo e elaboracao de legislagdes
especificas que déem suporte a cadeia produtiva (BONESI; SANTANA 2008).

Dos dez antibidticos testados, trés (cefalexina, ampicilina e tobramicina)
provocaram sensibilidade em todas as cepas de Salmonella spp. isoladas neste trabalho,
e um isolado apresentou perfil de multirresisténcia (= 3 classes de antimicrobianos)
(tabela 5). Nao ha na literatura trabalhos especificos sobre resisténcia a antibioticos de
cepas de Salmonella spp. isoladas em carcagas de ras no abate.

Alguns trabalhos relatam a transmissao de Sa/monella ao homem através do contato
direto ou indireto com animais exdticos de companhia, como os répteis (CARVALHO,
2016; TORREJON, 2016). Por isso, Carvalho (2016) avaliou a prevaléncia de Salmonella

sp. em varias espécies de répteis de companhia (ofidios,
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sdurios e quelonios), e as amostras isoladas foram submetidas a testes de sensibilidade a
12 antibiodticos (amicacina, gentamicina, amoxicilina + 4cido clavulanico, penicilina,
cloranfenicol, acido nalidixico, ciprofloxacina, enrofloxacina, cefotaxima, tetraciclina e
sulfametoxazole-trimetroprin). Todas as amostras testadas foram resistentes a dois
antibioticos, gentamicina e ciprofloxacina, e seis isolados apresentaram perfis de
multirresisténcia.

De acordo com o relato de Braun et al. (2015), em um acaso de gastroenterite por
Salmonella spp. em lactentes associados ao contato com tartarugas em Santiago-Chile, as
trés cepas isoladas foram sensiveis a ampicilina, sulfametoxazol-trimetoprim e
cloranfenicol. Torrejon (2016) em estudo com cepas isoladas de répteis em cativeiro,
realizado no Chile, ao avaliar a resisténcia a quatro antibidticos (estreptomocina,
tetraciclina, ampicilina e cloranfenicol), todas as cepas foram sensiveis a tetraciclina,
ampicilina e cloranfenicol, para estreptomicina todas as cepas foram resistentes.

Zeng et al. (2019) avaliou 672 amostras de carne fresca de porco, frango e pato, em
varejos na China. Os 92 isolados foram testados a resisténcia para 18 antibidticos, todos
os isolados foram resistentes a pelo menos um antibiotico. Mori et al. (2017), avaliou a
sensibilidade a 12 antibioticos de Salmonella isoladas de amostras de carnes de aves, no
Japdo. Todos os isolados foram suscetiveis a ciprofloxacina, diferente do nosso trabalho
em que esse agente antimicrobiano apresentou resisténcia a maior quantidade de isolados.
As maiores taxas de resisténcia foram contra tetraciclina, estreptomicina e canamicina.

Apesar da falta de informagdes referentes a resisténcia a antibioticos de isolados de
Salmonella em carcacas de ras, com os resultados encontrados nesta pesquisa € com 0s
dados apresentados de outros trabalhos, seja com répteis de companhia ou animais de
producdo, a presenga de cepas resistentes e multirresistentes alerta para a necessidade de
medidas de controle desse patdogeno nos animais € em seus produtos como a carne, devido
as consequéncias para a saude publica mundial.

Foi pesquisada a presen¢a de doze genes de viruléncia associados a capacidade de
invasdo de cepas de Salmonella nos isolados deste trabalho. Todos os isolados
apresentaram os genes sopB, spaN, msgA, e iroN, 93,3% das amostras foram positivas
para o gene invA, 83,3% para pagC e 73,3% para IpfA. Nenhum isolado apresentou os
genes sefA, spvB, orgA e cdiB.

Castro (2015) detectou os genes invA em todos os isolados de Salmonella spp. de

amostras de répteis mantidos em cativeiro, no Chile. Os genes orgA e sopB foram
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encontrados em 47% e 85% das cepas, respectivamente. O autor chama a atencao para a
baixa porcentagem de cepas que apresentaram o gene orgA, assim cOmo em nosso
trabalho nenhum isolado apresentou esse gene. A explicagdo para isso poderia ser que em
répteis a salmonelose se limita a uma infecgao intestinal intraluminal. O gene orgA esta
associado na migra¢ao transepitelial da Sal/monella, ainda se sugere que cepas que ndo
possuem esse gene apresentam a capacidade de invasdo diminuida.

O gene sopB foi detectado em todas os isolados deste trabalho. Outros autores
também encontraram uma alta porcentagem desse gene em cepas de Salmonella isoladas
de variadas fontes, Skyberg et al. (2006) em cepas de aves (99%), Hur et al. (2011) em
cepas de leitdes (96%) e Dione et al. (2011) em cepas de isolados clinicos humanos e de
alimentos (94,1%).

O gene invA estava presente em 93,3% dos isolados deste trabalho, resultado
semelhante ao encontrado por Galdino et al. (2013) em amostras de aviarios de frango de
corte, onde 94,4% dos isolados de Salmonella apresentaram esse gene. O gene invA esta
associado a invasao nas células epiteliais do hospedeiro.

O gene spaN também facilita a entrada da bactéria na célula do hospedeiro (Kim;
Lee, 2017), Webber et al. (2019) observou frequéncia de 81,7% desse gene em carcacas
de frangos. O gene msgA, associado a sobrevivéncia intracelular da bactéria, foi
encontrado em 100% dos isolados de Sal/monella em estudo de Webber et al. (2019),
assim como em nosso trabalho. O gene iroN, associado ao metabolismo de ferro, foi
identificado em todas os isolados do nosso trabalho, Webber et al. (2019) encontrou esse
gene em um numero menor de isolados (88,9%).

Ainda hé poucas informacdes referentes a presenca de Salmonella em carne de ras-
touro, assim também como 0s sorotipos, a presenca de genes de viruléncia e a resisténcia
a antibidticos dos isolados. Mas os dados encontrados nesta pesquisa permitem uma
melhor compreensdo das caracteristicas desses isolados, podendo ajudar no controle de
Salmonella na produgdo da carne de ra, evitando sua persisténcia no produto final.

Além da alta ocorréncia de Salmonella spp. nas carcacas de ras-touro (Lithobates
catesbeianus) ser uma preocupagdo quanto a ingestao direta ou contaminacao cruzada
associada a manipulacdo, outra caracteristica do produto torna este um problema ainda
maior para a saude publica. Normalmente o consumo de carne de ra ¢ feito ao ponto ou

malpassado e, portanto, a temperatura pode nao ser suficiente para reduzir a
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contaminagdo, ja que para inativar a Sa/monella deve-se utilizar temperaturas acima de
70°C (BRASIL, 2011; CDC, 2018).

A presenga de cepas resistentes e multirresistentes e a deteccao de varios genes de
viruléncia, alerta para a necessidade de medidas de controle desse patdogeno nos animais

e em seus produtos como a carne, devido as consequéncias para a saude publica mundial.

5. CONCLUSAO

Foi possivel observar que o jejum pré-abate contribuiu para a reducdo da
contaminagdo em carcagas de ras-touro (Lithobates catesbeianus) e dentre as opgdes
avaliadas o jejum de 72 horas foi o mais eficiente na reducao de bactérias heterotroficas
aerdbias mesofilas, Escherichia coli e Salmonella spp. A presenca de isolado de
Salmonella spp. multirresistente e a positividade de varios genes de viruléncia nas cepas
mostra a necessidade de medidas de monitoramento e controle desse patdogeno dentro da

cadeia de produgado da ranicultura.
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