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DISSEMINACAO DE Salmonella sp NA CADEIA PRODUTIVA DO FRANGO DE
CORTE

RESUMO - Objetivou-se determinar a resisténcia antimicrobiana e identificar
os ribotipos de 96 cepas de Salmonella isoladas em plantéis avicolas com ciclo
completo de producédo para estabelecer seu perfil de disseminacdo. Os maiores
percentuais de resisténcia foram para sulfonamida (56,25%), tetraciclina (53,12%) e
amoxacilina (31,25%), enquanto 28,13% dos isolados foram sensiveis a todos
antibiéticos. Perfis de multiresisténcia foram observados para 28 cepas (29,17%) do
sorovar Minnesota. Na CIM encontraram-se cepas com concentracdo acima da
maxima (tetraciclina >256 pg/mL - 7; sulfametoxazol >1024 ug/mL - 45; amoxacilina
>256 ug/mL - 16). A ribotipagem identificou 63/96 cepas. Das amostras testadas, 21
foram identificadas como Minnesota e agrupadas em seis ribotipos, sendo o 208-S-8
0 mais prevalente com 11 identificacoes (52,38%). Quatorze amostras de S. Infantis
foram agrupadas em sete ribogrupos, sendo o 337-S-2 o mais prevalente, 8/14
(57,14%). Duas amostras de S. Schwarzengrund e duas de S. Newport foram
agrupadas nos ribogrupos 208-S-4 e 204-S-7, respectivamente. A multirresisténcia
de S. Minnesota alerta para a necessidade de uma monitoria sistematica da
resisténcia antimicrobiana em bactérias zoonéticas. A CIM acima da concentragcao
maxima sugere que essas bactérias podem ter sofrido alteracbes com o surgimento
de resisténcia adquirida. Os resultados reforcam a necessidade do uso responsavel
de antibidticos na produgédo animal, principalmente daqueles usados na medicina
humana. A alta prevaléncia do ribogrupo 208-S-8 (S. Minnesota) e 337-S-2 (S.
Infantis) caracteriza a disseminagcdo clonal destes sorovares, isolados desde o
ambiente de criacdo até o abate. Estes resultados indicam que aves positivas na
granja contribuem para a contaminacgao das carcagas no abatedouro. A identificagcao
de cepas clonais permite estabelecer o elo epidemiolégico existente entre isolados
de Salmonella, determinando assim a etapa da cadeia de producdo industrial do

frango de corte que contribui para a contaminagao do produto final.

Palavras-Chave: avicultura, resisténcia antimicrobiana, ribotipagem, Salmonella sp



Vii
DISSEMINATION OF Salmonella sp IN BROILER CHICKEN PRODUCTION
CHAIN

ABSTRACT - The objective was to determine the antimicrobial resistance and
to identify the ribotypes of 96 Salmonella strains isolated from poultry plants with
complete production cycle to establish their profile dissemination. The highest
percentages of resistance were to sulfonamide (56.25%), tetracycline (53.12%) and
amoxicillin (31.25%), while 28.13% of the isolates were sensitive to all antibiotics
tested. The profiles of multidrug resistance were observed in 28 strains (29.17%) of
serovar Minnesota. In MIC were found strains at concentrations above the maximum
(tetracycline >256 ug/mL - 7; sulfamethoxazole >1024 ug/mL - 45; amoxicillin
>256ug/mL - 16). The ribotyping identified 63/96 strains. Of the samples tested, 21
were identified as Minnesota and grouped into six ribotypes, and the 208-S-8 was the
most prevalent with 11 identifications (52.38%). Fourteen samples of S. Infantis were
grouped into seven ribogroups, and the 337-S-2 was the most prevalent, 8/14
(57.14%). Two samples of S. Schwarzengrund and two S. Newport were grouped in
the ribogroups 208-S-4 and 204-S-7, respectively. The multidrug resistance of S.
Minnesota alert to the needing of implements systematic monitoring of antimicrobial
resistance in zoonotic bacteria. The MIC above the maximum concentration suggests
that these bacteria may have changed with the emergence of acquired resistance.
The results emphasize the needing for responsible use of antibiotics in animal
production, especially those used in human medicine. The high prevalence of
ribogroup 208-S-8 (S. Minnesota) and 337-S-2 (S. Infantis) characterizes the clonal
spread of these serovars, isolated from the farm until slaughter. These results
indicate that positive birds at the farm contribute to contamination of carcasses at the
slaughterhouse. The identification of clonal strains may establish the epidemiological
link between isolates of Salmonella, thereby determining the stage of the chain of
industrial production of broiler chickens that contributes to the contamination of the
final product.

Keywords: aviculture, antimicrobial resistance, ribotyping, Salmonella sp



1 INTRODUCAO

As exportagbes brasileiras da carne de frango somaram 3,63 milhdes de
toneladas em 2009, gerando uma receita cambial de US$ 5,8 bilhdes. O
desempenho por segmentos totalizaram exportagdes de 1,9 milhdo de toneladas de
cortes de frango, 1,4 milhdo de toneladas do frango inteiro e 172 mil toneladas de
produtos industrializados (UNIAO BRASILEIRA DE AVICULTURA - UBABEF, 2010).
Para garantir essa produtividade anual, € necessario um crescimento racional que
vise, sobretudo, assegurar a qualidade do produto avicola através do controle de
enfermidades que causam, além de prejuizos econbémicos, transtornos a saude
publica. As medidas gerais de profilaxia e as normas de biosseguranca empregadas
na avicultura industrial dificultam, mas nao impedem a presenca de microrganismos
patogénicos. Entre os patdgenos veiculados na avicultura, destacam-se os do
género Salmonella e a importadncia da sua disseminacdo vem sendo amplamente
estudada na cadeia produtiva das aves (SILVA; DUARTE, 2002).

Bactérias do género Salmonella sdo isoladas em todo o mundo, no entanto,
em areas de criacdo animal intensiva, principalmente de suinos e aves, os relatos
sao ainda mais frequentes (WORLD ORGANISATION FOR ANIMAL HEALTH - OIE,
2010).

Na producdo em sistema de confinamento existem inumeros fatores que
podem contribuir para a maior prevaléncia de Salmonella, como a falta de programas
de higienizacdo nas granjas, a presenca de pragas nos locais de criacdo, a
contaminacao de ragdes e agua de abastecimento, o uso de antibiéticos de amplo
espectro como promotores de crescimento e a presenca de animais portadores da
bactéria (BERENDS et al., 1996; SWANENBURG et al., 2001). A etapa de criacao,
portanto, pode ser epidemiologicamente muito importante na disseminacdao de
Salmonella e, consequentemente, dar origem a um produto contaminado
(SWANENBURG et al., 2001). No periodo pré-abate, o estresse do transporte dos
animais do local de criacdo para o abatedouro também estéa relacionado ao aumento
da prevaléncia e maior excrecao de Salmonella no ambiente (BERENDS et al.,
1996).
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Os cuidados higiénicos nas operagdes de abate dos animais e posterior
manipulagdo das carcacas também influenciam na ocorréncia e quantidade de
Salmonella presente na carne de frango. Estes microrganismos encontram-se
albergados no trato intestinal das aves e podem contaminar as carcacas bem como
outros produtos caso o0 processo de abate ndo seja realizado com os devidos
cuidados higiénicos (CARVALHO; CORTEZ, 2005).

Além de ser um importante patbgeno responsavel por doencas em animais, a
Salmonella também é conhecida por acometer a saude do homem. A salmonelose é
uma das principais causas de gastroenterite veiculada por alimentos em todo o
mundo, e um importante problema de saude publica, tanto em paises
industrializados como naqueles em desenvolvimento (RASSCHAERT et al., 2005).

Diversos paises possuem programas de controle para prevenir a
salmonelose, que incluem estudos que determinam a prevaléncia do microrganismo,
seus sorovares e bibtipos como formas de subsidio as medidas de seu controle nos
lotes e na garantia da qualidade dos produtos oferecidos nos mercados interno ou
externo (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY — EFSA, 2008a).

O aumento no uso indiscriminado de antibiéticos, inseridos no processo de
producéo de alimentos de origem animal, podem funcionar como pressao de selecao
para alguns sorovares de Salmonella e para a resisténcia desses aos
antimicrobianos. Assim, além do monitoramento constante, com identificacdo dos
sorovares desse patégeno ao longo da cadeia de produgcao é importante avaliar a
resisténcia aos antibidticos para verificar se ha aquisicdo e disseminagdo desse
perfil (EFSA, 2008b).

Tendo em vista a importancia da carne de frango e derivados na veiculacéo
de Salmonella aos humanos, torna-se necessario estudar a disseminacado desse
patdgeno ao longo das diversas etapas integradas de producéo, isto €, da granja ao
abate, estabelecendo o papel de cada uma delas na contaminac¢do do produto final.
Assim, conhecer os sorovares, os perfis de resisténcia aos antimicrobianos e a
relacao filogenética entre isolados de Salmonella spp. em diferentes pontos ao
longo da cadeia de produgéo avicola, permite estabelecer os elos de ligacdo entre
os diferentes segmentos. Este conhecimento é a base para introducdo de politicas

de qualidade, para o gerenciamento dos riscos, € para a prevencgao, permitindo a
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implantacdo de medidas efetivas para o controle dos perigos relacionados a
presenca de Salmonella.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar a disseminagéao de Salmonella spp. nas diversas etapas da cadeia de

producéo industrial de frango de corte.

1.1.2 Objetivos Especificos

- Verificar a presenca de Salmonella spp. em cama de aviario de frangos de corte,
farinhas animais usadas na producédo de racées, carcacas e cortes carneos em duas
plantas de abate de frango de corte;

- Identificar e correlacionar os sorotipos de Salmonella isolados durante as etapas de
criacao e abate;

- Determinar a resisténcia aos antimicrobianos dos isolados de Salmonella spp.
comparando o perfil de resisténcia entre os diferentes sorotipos;

- |dentificar os ribotipos de Salmonella e estabelecer o modo de disseminacao

destes patdégenos na cadeia de producgéo de frangos de corte.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracterizacao do género Salmonella

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae e é constituido
pelas espécies S. enterica e S. bongori, sendo a primeira dividida em seis
subespécies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica. Cada
subespécie (ou espécie, no caso de S. bongori) ainda é subdividida em funcao de
seu perfil antigénico. A espécie S. bongori agrupa 22 sorotipos e as subespécies de
S. enterica agrupam mais de 2400 sorotipos (POPOFF; BOCKEMUHL; GHEESLING,
2004). Uma terceira espécie denominada de S. subterrdnea foi descrita por
SHELOBOLINA et al. (2004), mas, segundo GRIMONT e WEILL (2007), esta nao
pertence ao género Salmonella.

Estas espécies e subespécies podem ser distinguidas com base em
caracteristicas bioquimicas e genéticas. Nomes foram mantidos somente para os
sorotipos mais freqlentes de Salmonella enterica. Esses nomes nao devem ser
indicados em italico e a primeira letra deve ser maiuscula. Na pratica, o nome da
subespécie nao precisa ser indicado, uma vez que somente 0s sorotipos da
subespécie enterica tém nome. Assim, as designacdes: Salmonella enterica
subespécie enterica sorotipo Typhimurium ou Salmonella Typhimurium podem ser
usadas. Sorotipos de outras subespécies de Salmonella enterica e aqueles de
Salmonella bongori sao designados somente por seus perfis antigénicos (POPOFF,
2001; CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION - CDC, 2008). A
sorotipagem de acordo com o esquema de classificacdo Kauffmann-White é um
método amplamente utilizado para a caracterizacao inicial de isolados de Salmonella
e baseia-se na variabilidade antigénica dos antigenos somaticos (O) de natureza
polissacaridica, e flagelar (H) de natureza proteica, presentes na parede celular do
organismo (BALE et al., 2007).

Salmonelas sdo bacilos Gram negativos, aerébios e anaerdbios facultativos,

nao formadores de esporos, catalase positiva e oxidase negativa, produzem acidos e
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fermentam glicose, reduzem nitrato a nitrito e ndo produzem citocromo oxidase.
Podem ser moéveis ou ndo, sendo que a maioria possui flagelos peritriquios
(FORBES; SAHM; WEISSFELD, 2002; MARTINEZ, 2006; LOUREIRO et. al, 2010).

As bactérias do género Salmonella sao relativamente resistentes ao calor e
substancias quimicas, porém nao sobrevivem a temperatura de 55 °C em 1 hora ou
em 60 °C de 15 a 20 minutos (GAMA, 2001). Sado mesofilas, com temperatura de
crescimento 6timo entre 35 e 37 °C e possuem a forma de bacilos pequenos
medindo 0,7 a 1,5 por 2,0 a 5,0 micra. A maioria dos sorotipos € produtora de gas,
H.S, lisina e ornitina descarboxilase positiva, mas negativas para urease e indol
(CAMPOQOS, 2002). Em relagédo ao pH, a Salmonella cresce em intervalo de 4,5 a 9,0,
com crescimento 6timo na faixa de 6,5 a 7,5. Geralmente, em pH abaixo de 4,0 e
acima de 9,0 as salmonelas sao destruidas lentamente (COSTA, 1996). A atividade
de agua (aW) ideal é de 0,995, mas podem se multiplicar em aW de 0,93 a 0,95
(FRAZIER; WESTHOFF, 1993). O crescimento bacteriano é retardado por baixas
temperaturas, portanto o controle dessa variavel é significativo no comércio de
produtos de origem avicola (GAST; HOLT, 2001).

2.2 Caracteristicas epidemioldgicas da Salmonella

A Salmonella spp. esta amplamente difundida na natureza, principalmente
onde existe uma alta densidade avicola. Sado capazes de infectar uma grande
variedade de animais, podendo ser encontrada no trato gastrointestinal de
mamiferos, répteis e até mesmo insetos, sendo as aves um dos mais importantes
reservatérios capaz de introduzir a salmonela na cadeia alimentar do homem
(CARDOSO; TESSARI, 2008). Alguns sorovares tém seu habitat limitado, sendo
denominados hospedeiros especificos, como os sorovares Typhi e Paratyphi A para
seres humanos, Abortusovis para ovelhas, Gallinarum e Pullorum para aves e
Choleraesuis para suinos (LOUREIRO et al., 2010). As salmonelas paratificas,
Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis, sdo as de maior interesse em
salde animal e saude publica.
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Alguns sorovares podem infectar animais e seres humanos indistintamente.
Assim, tanto a Salmonella especifica das aves, quanto as paratificas, podem causar
problemas na producao, resultando em indices zootécnicos baixos, ocasionando
perdas e prejudicando a comercializacdo dos produtos de origem avicola no
mercado interno e externo (BERCHIERI JR.; BARROW, 1995).

A transmissao de Salmonella pode ocorrer de diversas formas e, portanto, sua
epidemiologia é bastante complexa (HINTON, 1988), sendo dificil determinar como
um lote foi infectado ou como ocorre a disseminacéo bacteriana no plantel. Acredita-
se que a Salmonella Enteritidis é transmitida verticalmente de ovarios e ovidutos
infectados para os ovos de frangas de postura. Outra via proposta € a penetracao da
bactéria através da casca do ovo pelas fezes das aves depositadas quando o ovo
passa pela cloaca (MINE, 2005). Como no ovo contaminado ndo ocorre morte
embrionaria, ha eclosdo do pintinho, que se constitui em uma importante fonte de
infeccdo (EXCLUSAO..., 2005).

Segundo KOTTWITZ et al. (2008), a capacidade de transmissao
transovariana e horizontal de S. Enteritidis para os ovos resultou em ampla
disseminacdo e persisténcia desse sorovar na industria avicola. Uma vez que a
Salmonella Enteritidis atinge uma ave é facilmente disseminada através das fezes
(PLYM FORSHELL; WIERUP, 2006), e permanece no meio ambiente (DAVIES;
WRAY, 1996; ZANCAN et al., 2000). Com isso, aves comerciais podem ser
infectadas por toda vida.

A transmissdo horizontal ocorre geralmente por via oral-fecal, sendo o
consumo da agua e racdo contaminadas os principais veiculos da contaminacao
(EXCLUSAO..., 2005). As racdes e suas matérias primas, principalmente as de
origem animal, apresentam quase sempre, altas taxas de contaminagdo por
Salmonella sp. GAMA, BERCHIERI JR. e FERNANDES (2003) isolaram Salmonella
enterica cepa rugosa em fezes de poedeiras comerciais e atribuiram a infecgao ao
consumo de racao contaminada.

Outras fontes de transmissdo no sistema atual de integracdo incluem:
aquisicao de aves infectadas, ambiente de criacdo, roedores, pessoas, passaros e
aves silvestres, falhas na biosseguridade, manejo, instalacdes e equipamentos,
entre outros (SILVA; DUARTE, 2002; CARDOSO; TESSARI, 2008).



7

A transmissao de Salmonella aos humanos ocorre através da ingestdao de
alimentos ou agua contaminados com células viaveis da bactéria. Os alimentos de
origem animal crus ou mal cozidos, principalmente carne de frango e em especial
ovos, sdo o0s mais freqlientemente envolvidos em surtos (GALAN, 2001;
HUMPHREY, 2004). O periodo de incubacao é de seis a 72 horas apos a ingestao
do agente, havendo um desenvolvimento brusco de febre, mialgias, cefaléia e mal-
estar. Os sintomas principais consistem em dores abdominais, nausea, vémitos e
diarréia. Comumente, a salmonelose tem curso benigno e a recuperacdo clinica
ocorre de dois a quatro dias. O portador convalescente elimina Salmonella spp.
durante semanas ou, mais raramente, por alguns meses. Uma das complicacdes € a
desidratacdo causada pela diarréia especialmente em criancas pequenas e
lactentes. Além destes sintomas, citam-se também, meningite e septicemia
potencialmente mortais (VORVICK; VYAS; ZIEVE, 2010).

2.3 Salmonella sp na cadeia produtiva do frango de corte e riscos para a saude

publica

Os animais destinados a producao de carnes para consumo humano podem
atuar como hospedeiros assintomaticos de patégenos entéricos importantes que
representam risco de infeccdo para o homem, tornando um desafio para a industria o
seu controle, reducdo ou eliminagdao completa (DORMEDY et al., 2000).

Na producdo industrial de frango de corte existem inuUmeros fatores que
contribuem para uma maior prevaléncia de Salmonella. Associagbes significativas
foram encontradas entre o nivel de infeccao de frangos de corte e a higienizacao do
aviario, racao, agua, animais e materiais amostrados no ambiente. REITER et al.
(2007) observaram que os frangos sao colonizados por bactérias presentes na agua
de bebida, racdo ou pelo contato com o solo contaminado.

Segundo ELGROUD et al. (2009), os principais fatores de risco associados
com a contaminagao por Salmonella nas criagdes de frangos foram a densidade de

animais, taxa de mortalidade, tipo de terreno e 0 acesso de outros animais ao



ambiente de criacao.

As aves infectadas podem excretar 108 células de Salmonella por grama de
fezes (BRYAN; DOYLE, 1995), podendo infectar um lote de aves e alcancar lotes
vizinhos sem que os animais apresentem nenhum sintoma da doenca (PEREIRA;
SILVA; LEMOS, 1999).

Estudo realizado na Europa entre outubro de 2005 e setembro de 2006 em
frangos de corte, trés semanas antes do abate, demonstrou uma prevaléncia média
de 23,7% de aves positivas para Salmonella (EFSA, 2007)

Segundo COX, BERRANG e CASON (2000), os ovos incubaveis podem se
tornar contaminados por Salmonella ap6s a postura, ainda nos ninhos, nos galpdes
de matrizes, nos caminhdes e no proprio incubatério, caracterizando a transmissao
horizontal do microrganismo. Nas incubadoras e nascedouros, as condigbes de
temperatura e umidade podem promover a proliferacao de Salmonella.

Esses fatores parecem ser determinantes para a contaminacao da carcaca
com Salmonella no abatedouro (HEYNDRICKX et al., 2002). A contaminacao de
carcagas com Salmonella parece estar principalmente ligada a contaminacao das
aves durante a criacdo e/ou transporte para o abate (NICHOLSON; GROVES;
CHAMBERS, 2005). O nivel de contaminacdo por Salmonella nas granjas e
abatedouro depende ainda de varios fatores de risco, incluindo estacdo do ano,
incubadora de origem, fabricas de ragdes, diversas medidas de higiene e 0 manejo
dos animais. Animais portadores assintomaticos também podem infectar outros
animais durante o transporte e espera para o abate. A contaminagdo fecal das
carcagas durante o processo de abate é inevitdvel, e o grau de contaminacao
depende das técnicas de abate aplicadas e manipulacao das carcacas (CARDINALE
et al., 2004).

O ambiente de abate pode ser uma fonte importante na disseminacao de
Salmonella, pois uma vez instalada a contaminagao pelo microrganismo na industria,
a remocao é dificultada devido a sua capacidade em formar biofilmes (JOSEPH,;
OTTA; KARUNASAGAR, 2001), e de se multiplicar a baixas temperaturas
(D’AOUST, 1991). Isto pode ser comprovado no trabalho de FUZIHARA,
FERNANDES e FRANCO (2000), que verificaram a presenca de Salmonella spp. em

utensilios (23,1%) e superficies de refrigeradores e congeladores (71,4%) colhidas



em 60 pequenos abatedouros da cidade de Maug, SP.

ARSENAULT et al. (2007) estudaram a incidéncia e os fatores de risco
associados a Salmonella em 82 lotes de frangos de corte de quatro abatedouros do
Canada, onde foram analisadas 30 aves por lote. Os autores verificaram que a
Salmonella estava presente em 21,2% das carcagas analisadas, e que o principal
fator de risco foi a presencga da bactéria no intestino dos animais.

Estudo realizado na Espanha por DOMINGUEZ, GOMES e
ZUMALACARREGUI (2002), demonstrou que de 198 carcacas de frango analisadas,
71 (35,8%) foram positivas para Salmonella sendo que os dois sorotipos mais
isolados foram S. Enteritidis (47,8%) e S. Hadar (25,3%).

Entre 1998 e 2003, WHITE et al. (2007) analisaram 47.090 amostras de
carcacas de frango relacionadas com o programa americano de reducdo de
patdégenos, e destas, 5.251 (11,2%) foram positivas para Salmonella. Das amostras
positivas, 124 (2,36%) eram Salmonella Enteritidis.

Amostras de 877 carcacas de frangos de corte foram analisadas para
presenca de Salmonella no Reino Unido em 2005, com positividade média de 4%.
Em 2004, a média de positividade para Salmonella foi de 4,9% (MELDRUM;
WILSON, 2007). Neste mesmo pais, entre 1995 e 2000, a Salmonella foi
investigada em 1127 amostras de cortes de frango. Durante estes seis anos, o
indice de contaminagdo por Salmonella nos cortes de frango foi de 11%, e o0s
sorotipos predominantes foram S. Bredeney (20%), e S. Enteritidis (18%) (WILSON,
2002).

BOSCAN-DUQUE et al. (2007) isolaram Salmonella em 23% das amostras de
figado e ceco obtidas em dois abatedouros de frangos da Venezuela. Cinco
sorotipos diferentes foram identificados, sendo eles: S. Parathyphi B (62%), S.
Heidelberg (31%), S. Amager (3%), S. Javiana (3%) e S. Idikan (1%).

No Brasil, Salmonella também tem sido isolada em percentuais variados em
produtos avicolas. SANTOS et al. (2000) analisaram 150 amostras de carcacas de
frangos de quatro diferentes marcas comerciais e constataram que a bactéria estava
presente em 32% das amostras. TIROLLI e COSTA (2006) isolaram Salmonella em
50% das 60 amostras de carcacas de frangos analisadas, e CARVALHO e CORTEZ
(2005) detectaram Salmonella em 20% de 165 amostras analisadas.
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Estudo realizado sobre a incidéncia de Salmonella em diferentes etapas do
processamento de frangos em um abatedouro no Brasil, a bactéria foi detectada em
5,4% de 615 amostras analisadas. As maiores contaminag¢des foram observadas
nas caixas de transporte dos animais e na agua de escaldagem, com indice de
16,7% em cada caso; seguido dos isolamentos na asa e na coxa congelada (13,3%),
e na pele de peito e de coxa (10%). Em amostras de intestino, a porcentagem de
positividade por Salmonella foi de 6,7%, demonstrando que a contaminagao cruzada
dentro do abatedouro pode ocorrer (REITER et al., 2007).

De acordo com BILLY (2002), o Food Safety and Inspection Service (FSIS)
dos EUA publicou em 1996 o Programa de Reducéo de Patdégenos e de Andlise de
Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) para a industria avicola. O Programa
estabeleceu quatro requisitos: 1. desenvolvimento, descricdo e implementacdo de
procedimentos de operacdo e padrdes de sanitizacdo; 2. testes regulares de
amostras para verificar a adequacado dos processos de controle, prevencédo e
remocao de contaminacdo fecal; 3. estabelecimento de padrbes de reducédo de
Salmonella e 4. desenvolvimento e implantacdo de um sistema de APPCC. Este
Programa estabeleceu, entre outros critérios, a tolerancia para Salmonella em
carcagas de frango no pais, com aceite de 12 positivas (20%) para 51 carcacgas
analisadas (Tabela 1).

A partir de 2003, o Brasil iniciou um programa semelhante ao programa
americano denominado de PRP (Programa de Reducéo de Patégenos), para avaliar
a eficiéncia do processo de abate de frangos e perus. Neste programa, igual ao
aplicado nos EUA, a cada 51 carcacas analisadas quanto a presenca de Salmonella,
se aceita 12 carcacas positivas ou 20,0% de positividade (Tabela 1). No Brasil, este
programa visa estabelecer um sistema de informacdo para avaliar a contaminacao
dos produtos, viabilizando a determinacdo do nivel adequado de protecdo aos
consumidores para melhorar as medidas de controle (BRASIL, 2003a).

Na UE também foi desenvolvido um programa de avaliacao de Salmonella em
carcagas de frango, porém, de 50 carcacas analisadas, a tolerdncia é de sete
amostras positivas, ou 14% de positividade (COMUNIDADE ECONOMICA
EUROPEIA - CEE, 2007), indice menor aos praticados pelos EUA e Brasil (Tabela

1),
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Tabela 1. Padrdes e ciclos de amostragem para Salmonella em carcagas de frango
nos EUA, UE e Brasil.

Pais Padrao (% de Numero de NUmero maximo de

amostras positivas amostras testadas = amostras positivas

para Salmonella) por ciclo aceitavel
EUA' 20,0 51 12
UE? 14,0 50 7
Brasil® 20,0 51 12

Fontes: 'BILLY (2002); “CEE (2007); °BRASIL (2003a).

De acordo com BERSOT (2006), a etapa de criacdo pode ser
epidemiologicamente  importante na  disseminacdo de  Salmonella e,
consequentemente, dar origem a um produto contaminado. No abate, as etapas
tecnoldgicas de obtencao de carcacas também estido diretamente relacionadas com
o0 aumento da prevaléncia do produto contaminado. Porém, avaliando as etapas
criticas do processo de producdo ha um consenso de que o abate, no maximo, pode
contribuir para a manutengcado da prevaléncia de Salmonella. Com isso, fica claro
observar que quanto maior a prevaléncia nos animais vivos, maior sera o percentual
de contaminacao nas carcagas abatidas.

A incidéncia global de doencgas causadas por alimentos é de dificil estimativa.
No entanto, no ano de 2000, cerca de 2,1 milhdes de pessoas morreram por
doencas diarréicas, e em uma alta proporcao desses casos a causa é atribuida a
alimentos e agua contaminados (WORLD HEALTH ORGANIZATION - WHO,
2002a).

Salmonella tem sido reconhecida mundialmente como um importante
patdgeno de origem alimentar, envolvida em muitos casos de surtos e considerada
como uma das principais causas de gastroenterite humana (RASSCHAERT et al.,
2005).

A cada ano, uma estimativa de 1,4 milhdes de pessoas sao infectadas com
Salmonella nao-tiféide nos EUA, resultando em 15.000 hospitalizacdes e 400 mortes
(MEAD et al.,, 1999; VOETSCH et al., 2004). Na Franca, o niumero estimado de
casos anuais de salmonelose atinge 30.000 com 92 a 535 mortes (DE VALK;
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VAILLANT, 2004). As infecgdes por Salmonella sao, portanto, responsaveis por
enormes consequéncias econdmicas. Na Dinamarca, os custos relacionadas com
casos de salmonelose de origem alimentar foram estimados entre $ 10,4 e 25,5
milhdes de délares em 2001 (AARESTRUP et al., 2007).

Nos EUA, de janeiro a abril de 2002, foi isolada Salmonella Newport em 47
pessoas com sintomas de diarréia, dor abdominal, febre e vomito (ZANSKY et al.,
2002). Uma grande preocupacao esta relacionada a resisténcia bacteriana, pois
casos de multi-resisténcia relacionados a Salmonella Newport tém sido relatados em
homens e animais (DUNNE et al., 2000) e sdo decorrentes do uso indiscriminado de
agentes antimicrobianos (ZHAO et al., 2003).

Segundo LOPEZ e MARTIN (2004), ovos e carne de aves estdo envolvidos
em 75,0% dos surtos de salmonelose humana na Espanha, constituindo numa
importante ameaca para saude publica. Segundo a COMISSAO EUROPEIA (2007),
neste pais, somente carne de frango nao contaminada por Salmonella podera ser
vendida para consumo humano a partir de 2011.

Nos paises em desenvolvimento, a infeccdo com Salmonella nao tiféide tem
sido freqientemente associada com aumento da mortalidade, particularmente em
pacientes portadores de outras doencas, tais como malaria grave ou HIV / AIDS
(VIDAL et al., 2003; VARMA et al., 2005). As infeccbes por Salmonella nao sao
limitadas pelas fronteiras de um pais e o0 numero de surtos que tem ocorrido,
particularmente nos ultimos 25 anos, tem envolvido varios paises e, por isso,
também tem sido investigado em inumeros paises (ESPIE; VAILLANT, 2005;
AARESTRUP et al., 2007).

Em trabalho conduzido no Rio Grande do Sul em 2000, foram analisados 99
relatérios de investigacdo de surtos com o objetivo de analisar a ocorréncia de
surtos de salmonelose transmitidas por alimentos. Dos 99 surtos ocorridos, 74,7%
foram ocasionados por Salmonella sp. Destes, 72,2% foram associados a alimentos
preparados com ovos € 11,4% a carne de frango, revelando que 83,6% dos casos
tiveram alimentos oriundos da cadeia avicola envolvidos (NADVORNY;
FIGUEIREDO; SCHMIDT, 2004). No Estado do Rio de Janeiro, em estudo de 53
surtos que acometeram 461 pessoas, a Salmonella spp. foi responsavel por 7% e

atingiu maior numero de individuos (15,8%), inclusive com um obito (FERNANDEZ



13

et al., 2003).

Na América Latina, entre 1995 e 2001, foram relatados 5300 surtos de
enfermidades transmitidas por alimentos, 175 mil acometidos e 274 mortes. Na
Ameérica do Sul 38,1% dos surtos ocorreram no Brasil, 24,8% no Chile, 11,1% na
Argentina, 8,3% no Peru, 8,2% no Uruguai, 6,3% no Paraguai e 3,2% no Equador.
Porém, a avaliacdo destes dados deve ser criteriosa, pois 0s levantamentos
epidemioldgicos podem ser precarios em alguns paises, nao refletindo a realidade.
As bactérias foram responsaveis por 86,2% e 94,8% dos surtos e casos,
respectivamente, onde o agente etiolégico era conhecido. Nestes mesmos paises,
foram relatados 406 surtos e 16.304 casos de salmonelose entre 1995 e 2001
(FRANCO et al., 2003).

Ha evidéncia de que a carne e leite crus, aves e produtos derivados das aves
estdo entre as mais importantes fontes de infecgdes humanas por Salmonella
(GORMAN; ADLEY, 2004; WEILL et al, 2004), sendo que os frangos contribuem
substancialmente para a transmissao de Salmonella ao homem. Recentemente, foi
demonstrado que o consumo da carne de frango preparada “fora de casa” &€ um fator
de risco para infecgdes por Salmonella Enteritidis nos EUA (KIMURA et al., 2004).
Na Dinamarca, o rapido aumento da incidéncia de salmonelose humana foi atribuido
a disseminacado de Salmonella em frangos de corte, 0 que levou ao inicio de um
programa nacional especifico. A taxa de contaminacao de frangos de corte caiu de
mais de 65% durante o periodo de 1988/1989 para menos de 5% em 2000, e a
incidéncia de salmonelose associada ao frango concomitantemente também reduziu
(WEGENER et al., 2003).

As empresas que pesquisam a presenca de microrganismos patogénicos em
toda a cadeia de producao industrial avicola, abrangendo desde a granja até o
produto final, geralmente ndo divulgam essas informagbes a comunidade cientifica
nem tornam seus dados publicos. Isso se deve provavelmente, ao temor da
publicidade negativa e a consequente perda financeira que poderiam resultar da
divulgagdo destas informagbes. Por isso, apesar da elevada incidéncia de
Salmonella em aves no Brasil ainda sdo poucos os dados publicados que mostram
sua disseminacao desde a producao primaria até o produto final, e também dados a

respeito do perfil genético de cepas de Salmonella isoladas de aves e produtos de
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aves no Brasil. A auséncia desses dados torna ainda mais dificil a adocao de
medidas mais eficazes para impedir a disseminacdo do patégeno dentro do

processo de producao avicola e posterior transmissao ao homem.

2.4 Salmonella e resisténcia aos antimicrobianos

A possivel transferéncia de bactérias resistentes a antimicrobianos dos
animais para o homem é um tema de grande importancia e que tem mobilizado
esforcos de controle por parte de varias instituicées internacionais, incluindo WHO,
OIE e Codex Alimentarius. Nesse sentido, as duas principais preocupacdes sdo a
transferéncia do(s) microrganismo(s) resistente(s) que pode(m), assim, causar uma
infeccdo de dificil controle, e a transferéncia do(s) gene(s) de resisténcia do(s)
microrganismo(s) de origem animal para o(s) microrganismo(s) de origem humana
(BRASIL, 2008).

Sao conhecidas mais de 15 classes de antimicrobianos. Essas classes
diferem entre si pela estrutura quimica e pelo mecanismo de acdo, sendo que
antibiéticos especificos sao necessarios para o tratamento de patégenos especificos
(WHO, 2002b).

O uso exagerado e abusivo de antimicrobianos em todo mundo e em
diferentes areas, tais como a medicina humana, medicina veterinaria e agricultura,
como medida profilatica ou como agente promotor de crescimento na alimentacao de
animais destinados ao consumo humano, criou uma enorme pressao para a selecao
de resisténcia antimicrobiana entre os patdégenos bacterianos e a microflora
enddgena (WHO, 2000). Além disto, o uso de um unico antibiético como tratamento
também pode selecionar resisténcia a outros antibidticos cujos genes residem no
mesmo elemento genético ("resisténcia associada”) (AARESTRUP et al., 2001).
Assim, o aumento da resisténcia as drogas entre os microrganismos torna-se um
problema cada vez maior que tem sérias implicacdes para tratamento e prevencao
de doengas infecciosas tanto no homem como em animais (CE, 1999).

Como é dificil evitar a contaminagédo da carcaca durante o abate e posteriores
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etapas na preparacao de alimentos, bactérias resistentes aos antibioticos derivadas
do trato intestinal de animais podem ser transmitidas a seres humanos através dos
alimentos. Uma estratégia de controle é reduzir contaminacao da carcaca por meio
da melhoria de manejo na granja, no transporte, no abate, nas praticas de matanca e
de resfriamento das carcacas. Além disto, a resisténcia aos antibiéticos deve ser
rigorosamente controlada em microorganismos zoonéticos (CARRAMINANA et al.,
2004).

Em uma reuniao realizada pela FAO/WHO/OIE em Roma, na ltalia, no final de
2007, foram apresentadas duas listas elaboradas pela WHO e a OIE referentes,
respectivamente, aos antibiéticos de uso criticamente importante para a saude
humana e animal (OIE, 2007; WHO, 2007). Esta reunido buscou identificar os
antimicrobianos pertencentes as duas listas e, tanto quanto possivel, analisar o risco
desse fato para a saude humana. Segundo este estudo, trés classes de
antimicrobianos foram consideradas como prioritdrias para o desenvolvimento de
medidas e estratégias para manejo da resisténcia bacteriana, pois apareciam em
ambas as listas, sendo eles: cefalosporinas de 32 e 42 geragdes, as quinolonas
(incluindo as fluorquinolonas) e os macrolideos.

A Organizagdo Mundial de Saude informa que ha estimativa de que, do total
de antibidticos produzidos no mundo, metade é utilizada em ragdes animais. Em
pesquisa realizada na Europa verificou-se que aproximadamente 100 miligramas de
antimicrobiano sdo usados em animais para a produc¢ao de um quilograma de carne
para consumo humano (WHO, 2005).

As racdes avicolas tém sido relatadas como um elo de grande importancia no
ciclo epidemiolégico da salmonelose aviaria. REIS, KRUGER e MACIEL (1995)
relatam que o emprego de antibiéticos em ragdes para promover o crescimento, tem
contribuido para potencializar a distribuicdo de salmonelas resistentes presentes nas
aves, agravando assim as infeccbes alimentares causadas por estas bactérias.

Analisando 200 amostras de racdao avicola, BERCHIERI JR. et al. (1993)
verificaram que 20 (10%) estavam contaminadas com mais de um sorotipo de
Salmonella spp. e ao testarem as cepas isoladas frente a agcdo de antimicrobianos,
detectaram 92,86% resistentes a tetraciclina, 75% a cefalotina, 46,5% a ampicilina,

21,4% a amicacina e sulfazotrim, 17,9% ao cloranfenicol e 6,3% a cefoxitina.
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BERCHIERI JR. e PAULILLO (1985) testaram a sensibilidade de 139 cepas de
Salmonella spp. isoladas de amostras de farinha de origem animal pertencentes a
32 sorotipos e verificaram que todas as cepas foram sensiveis ao cloranfenicol e
sulfato de colistina e resistentes a sulfazotrim, bacitracina e penicilina. Verificou-se
também resisténcia parcial a tetraciclina (77,1%), &acido nalidixico (18%),
nitrofurantoina (2,16%), amicacina (1,44%) e cefoxitina (0,7%). Em estudo com 60
amostras de farinha de carne e osso e 60 de farinha de sangue, constituintes de
racdo para animais, identificaram-se 25 amostras positivas para Salmonella spp. e
oito sorotipos, sendo o0 maior indice de resisténcia a antimicrobianos foi em relagéo
ao acido nalidixico (43,1%), seguido por estreptomicina (3,4%) e ampicilina (1,7%)
(CALIXTO et al., 2002). Os autores ainda ressaltam que a utilizacdo de farinhas de
origem animal como fonte de proteina na racao de frangos € um ponto importante e
deve ser monitorado, pela potencialidade da contaminacgao por Salmonella spp., que
pode chegar a carne e aos ovos.

Em outra pesquisa, BERCHIERI JR. et al. (1987), testando 18 amostras de
Salmonella spp. isoladas de abatedouros, verificaram que todas foram sensiveis a
colistina e ao acido nalidixico e resistentes a tetraciclina. Foi verificada resisténcia
parcial aos seguintes antimicrobianos: amicacina, ampicilina, cefalotina,
cloranfenicol, lincospectin, neomicina, tobramicina e nitrofurantoina. MARTINS et al.
(2000) analisaram 26 amostras de miudos de aves e isolaram 11 amostras de
Salmonella spp., observando que 54,5% das amostras foram resistentes ao
cloranfenicol e 45% a ampicilina.

SANTOS et al. (2000) pesquisaram 150 amostras de carcacas de frango
congeladas e encontraram 48 amostras positivas. Analisaram a suscetibilidade aos
antimicrobianos e verificaram baixa resisténcia ao aztreonam e amicacina 2,1%
(1/48), a tetraciclina 6,2% (3/48) e a gentamicina 4,2% (2/48). Ja resultados obtidos
por CORTEZ (2006) em abatedouros de aves no Estado de Sdo Paulo mostram que
86,21% das amostras analisadas apresentaram resisténcia ao aztreonam e a
ampicilina, 93,10% a amicacina, 72,43%, a tetraciclina e a cefotaxima, enquanto
indices menores de resisténcia foram avaliados em relacdo a gentamicina com
3,45% de amostras resistentes.

Outro aspecto a ser considerado na resisténcia aos antibacterianos é o alerta
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da Organizacdao Mundial de Saude para a emergéncia de um grande numero de
amostras multirresistentes a antibiéticos, uma vez que muitas cepas de Salmonella
spp. tém incorporado essa caracteristica em seu material genético. Como resultado
ha uma limitacdo severa das possibilidades de tratamento efetivo de infeccbes em
seres humanos (WHO, 2005), pela reducédo do numero de antibiéticos de escolha.

A resisténcia antimicrobiana de Salmonella é uma questao preocupante para
a saude publica, ja que esta crescendo regularmente e esta associada a um grande
namero de hospitalizagbes (VARMA et al.,, 2005). Suspeita-se que bactérias
multiresistentes como a Salmonella encontrada em humanos sdo, pelo menos em
parte, de origem animal e pode ter adquirido seu(s) gen(s) de resisténcia durante a
criagdo, antes de ser transmitida ao homem através do consumo de alimento
(WHITE et al., 2001; UNGEMACH; MULLER-BAHRDT; ABRAHAM, 2006).

Nos EUA estima-se que essa resisténcia aos antimicrobianos resultou, em
aproximadamente 30.000 infecgbes adicionais por Salmonella spp., cerca de mais
300 hospitalizagcbes e dez mortes. Na Dinamarca verificou-se que pessoas
susceptiveis as infecgdes por Salmonella spp. tém apresentado taxa de mortalidade
mais alta. O coeficiente de mortalidade para pessoas com infeccdes resistentes a
varios medicamentos foi calculada ser dez vezes mais alta do que para a populagao
em geral (WHO, 2005). Por esse motivo, o tratamento da salmonelose com
medicamentos antimicrobianos ndo é recomendado para a maioria dos casos de
gastroenterites sem complicacdes. No entanto, em idosos, pacientes muito jovens ou
imunocomprometidos e quando ha infeccdo extra-intestinal, o uso de um
antimicrobiano adequado é essencial. A infeccdo com Salmonella resistente aos
antimicrobianos pode representar um risco para a saude publica, adicional aquele
observado em infec¢cdes em que 0s microrganismos sao suscetiveis (EFSA, 2008b).

No Brasil, entre os anos de 2004 a 2006 houve a implementacdo pelo
Ministério da Saude do Programa PREBAF - Programa Nacional de Monitoramento
da Prevaléncia e da Resisténcia Bacteriana em Frango (carcacas congeladas),
como parte do conjunto de estratégias de acao definidas pela ANVISA para a area
de alimentos. O estudo foi realizado de acordo com recomendacdées do Codex
Alimentarius para programas de vigilancia e controle sobre a resisténcia microbiana

em microrganismos zoonéticos transmitidos por alimentos (BRASIL, 2008).
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O PREBAF permitiu o conhecimento de dados de pesquisa em vigilancia
sanitaria até entdo inexistentes, e seus resultados demonstraram o0s maiores
percentuais de resisténcia de Salmonella isolada de carcagas de frango para as
drogas: estreptomicina (89,3%), sulfonamida (72,4%), florfenicol (59,2%), ampicilina
(44,8%), acido nalidixico (44,0%), ceftiofur (22,8%), aztreonam (20,4%),
enrofloxacina (18,4%), cefoxitina (17,3%) e cefalotina (12,4%). A determinagcédo da
concentracao inibitéria minima revelou que a totalidade das cepas apresentou
resisténcia a uma ou mais drogas, tendo sido reconhecidos 98 perfis de
multirresisténcia (>2 classes de antimicrobianos) em 192 (76,8%) cepas (BRASIL,
2008).

Um estudo para verificar a resisténcia aos antimicrobianos em Salmonella
spp. foi realizado na Alemanha no periodo de 2000 e 2002 no National Veterinary
Reference Laboratory for Salmonella. Dos isolados provenientes de alimentos
processados, 64% foram de origem avicola, 28% de origem bovina e 24% de origem
suina. A maioria dos isolados (63%) foi resistente a uma das drogas testadas e, 40%
resistente a mais de um antibiético (SCHROETER; HOOG; HELMUTH, 2004).

Assim, o crescente isolamento de cepas de Salmonella apresentando
resisténcia a um ou varios antimicrobianos a partir de fontes humanas e animais é
considerado alarmante e tem constituido um importante problema de saude publica
(SCHORETER; HOOG; HELMUTH, 2004; LARKIN et al., 2004; VARMA et al., 2005).

2.5 Ribotipagem automatizada

As técnicas tradicionais de microbiologia de alimentos fundamentam-se na
utilizacdo de testes morfoldgicos e bioquimicos para tipagem, subtipagem e
identificacdo de géneros, espécies e subespécies microbianas. Estes testes, embora
confiaveis e eficientes, requerem de vérios dias a semanas antes dos resultados
serem obtidos (GANDRA et al., 2008). Por isso, métodos baseados em
caracteristicas fenotipicas tém sido comparados desfavoravelmente com aqueles

que examinam o cromossomo bacteriano, cujo poder discriminatério das tipagens
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moleculares e a reprodutibilidade, sdo considerados tao elevados que lhe rendeu o
nome de “‘impressao digital do DNA”, do inglés, “DNA fingerprinting’” (DARINI;
MAGALHAES; CROTT, 1998).

Na busca da producédo de alimentos seguros a saude do consumidor, do
ponto de vista microbiol6gico, tem-se tentado identificar as fontes de contaminacao
por patdogenos nas diversas etapas de producao de alimentos. Uma ferramenta
importante nesta identificacdo é a subtipagem dos isolados. A ligacao
epidemioldgica entre as linhagens isoladas permite que se determine os locais onde
uma linhagem aparece ou desaparece, revelando etapas que contribuem para a
contaminacao final do produto (DODD, 1994).

O aumento mundial de S. Enteritidis constitui num problema de saude publica,
sendo o0 seu controle um desafio para epidemiologistas. A principal ferramenta
adotada para monitorar a disseminacao de Salmonella dentro da cadeia produtiva
consiste na utilizacao de técnicas moleculares. Métodos baseados na restricao do
DNA podem identificar cepas de Salmonella envolvidas numa infecgdo humana e dar
informacdes epidemioldgicas sobre as relagcdes genéticas entre sorotipos. Desta
forma, a ribotipagem tem sido empregada pelos laboratérios de referéncia mundial,
como um método molecular imprescindivel para investigacao epidemiolégica, pela
deteccao da fonte de infeccao (MARTINS et al., 2006).

Razbes para a aplicacdo de diferenciacdo baseada no ribotipo de isolados
independentes dentro de uma espécie tém incluido a classificagcdo taxondémica
(GRIMONT; GRIMONT, 1986), monitoramento epidemioldgico, distribuicdo
geografica, biologia e filogenia da populagdo (HOLMES et al., 1999; SUN et al.,
1995).

No DNA das bactérias, cada operon do RNA ribossémico consiste de trés
genes que codificam a molécula estrutural do RNA ribossomal (rRNA), sendo eles
16S, 23S e 5S. Estes genes contém seqliéncias altamente conservadas dentro dos
géneros ou familias bacterianas. O gene 16S é o mais conservado dos trés genes
rRNA, é encontrado em todas as bactérias e tornou-se o padrao universal para a
identificacéo e classificacao taxon6mica de espécies bacterianas (BOUCHET; HUQOT;
GOLDSTEIN, 2008). Entre as espécies bacterianas, o comprimento médio dos
genes rBNA estruturais é 1522 pb, 2971 pb e 120 pb, para 16S, 23S e 5S,
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respectivamente (GUTELL; NOLLER; WOESE, 1986).

O conhecimento da conservacao intra-espécies da sequéncia do gene 16S
rRNA e a estrutura do operon ribossomal 16S-23S-5S levou GRIMONT e GRIMONT
(1986) para os primeiros conhecimentos da utilidade do desenvolvimento da
ribotipagem para a classificagao bacteriana.

A técnica de ribotipagem descrita por GRIMONT e GRIMONT (1986) tem
como principio avaliar o polimorfismo do DNA bacteriano na regido onde se localiza
0 operon rrn, composto pelos genes 16S e 23S, que codificam o rRNA bacteriano.
Estes genes sao altamente conservados nas espécies bacterianas e assim,
permitem que esta técnica seja aplicada com sucesso para diferenciar cepas
bacterianas.

Baseado nestes conhecimentos fundamentais, buscou-se elucidar a base
genética molecular da ribotipagem, a qual consiste na extracao e purificacdo do DNA
total da bactéria, clivagem pela endonuclease de restricdo do DNA gendmico total
(digestdao do DNA com enzimas de restricdo) seguida por separacao eletroforética
dos fragmentos, a transferéncia do DNA para uma membrana (“Southern blot’), e
hibridizacao dos fragmentos de DNA transferidos com uma sonda operon ribossomal
radiomarcada e por fim a autoradiografia, ou revelacdo do padrdo de bandas
(DARINI; MAGALHAES; CROTT, 1998). Estas sondas complementares aos genes
que codificam o rBRNA permitem a caracterizacado das cepas com base na localizacéao
e numero de coépias de seus genes rRNA (GRIMONT; GRIMONT, 1986;
MARTINETTI; ALTWEGG, 1990). As sondas sao entdo derivadas das sequéncias
altamente conservadas dos genes que codificam o rRNA para tipificacdo de
bactérias (AARESTRUP, 2006; RODRIGUEZ-LAZARO et al, 2007). Apbs
autoradiografia, apenas as bandas contendo uma porgcéo do operon ribossomal sao
visualizadas. O numero de fragmentos gerados pela ribotipagem € um reflexo da
multiplicidade de operons rRNA presentes em uma espécie bacteriana. Os nimeros
de copias de operons ribossomais rRNA em espécies bacterianas variam de 1 a 15
e € normalmente constante dentro da espécie (KLAPPENBACH et al., 2001).

A técnica de ribotipagem apresenta grandes vantagens quando comparada a
outros métodos que utilizam sondas genéticas. Sdo elas: 1) todas as bactérias

possuem o operon rrn € dessa forma codificam o rRNA, que é altamente conservado
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entre as espécies, permitindo assim que uma unica sonda genética seja utilizada
para todas as espécies bacterianas (sonda universal); 2) pelo fato da maioria das
espécies bacterianas possuirem multiplos operons rrn, um numero razoavel de
bandas é obtido com a hibridizacdo (BINGEN; DENAMUR; ELION, 1994).

Aproveitando todas as vantagens da técnica de ribotipagem, uma empresa
americana (Qualicon, Wilmington, DE, EUA) desenvolveu um sistema de ribotipagem
automatizada, denominado RiboPrinter® Microbial Characterization System. Este
sistema foi desenvolvido inicialmente para atender as necessidades da industria
alimenticia, e nos ultimos anos vem sendo utilizado também com éxito na
identificacdo e caracterizacdo de bactérias relacionadas as doencas humanas
(BRUCE, 1996).

O funcionamento do sistema RiboPrinter® inicia-se com amostras de culturas
puras em placa, cultivadas pelo método tradicional, ndo sendo necessario um pré-
enriquecimento especifico. Trabalhando a partir de uma colénia bacteriana isolada, o
sistema processa todas as etapas necessarias para a caracterizacdo da cepa em
questdo. Para a analise, a colénia é coletada da placa, diluida e homogeneizada
numa solucao tampao e transferida para um carregador de amostra. O carregador é
colocado em um bloco de aquecimento por 22 minutos a 80°C para inativar qualquer
bactéria vidvel reduzindo as chances de contaminacao bacteriana no equipamento.
Ap6s sao adicionados os reagentes de lise e inicia-se entdo o processamento no
aparelho.

O RiboPrinter® consiste de quatro médulos internos, sendo: 1. Preparacao do
DNA, 2. Separagéo e transferéncia, 3. Processamento da membrana e 4. Detecgéo.
Durante o preparo do DNA, através de uma série de reagdes bioquimicas, a bactéria
¢é lisada e o seu DNA torna-se disponivel para ser processado. Entdo, uma enzima
de restricao especifica corta o DNA em fragmentos. Estes fragmentos sdo separados
por tamanho em um gel de agarose sob acdo de um campo elétrico (eletroforese) e
entdo transferidos e imobilizados para uma membrana de nylon. Os fragmentos de
DNA sao submetidos ao processo de quimiluminescéncia por exposicdo da
membrana a uma série de tratamentos quimicos e enzimaticos, gerando assim uma
imagem padrdo da banda de DNA, que é capturada por uma maquina fotografica

digital. Essa imagem digitalizada fica armazenada na meméria do computador e
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entdo o sistema utiliza uma série de informacao para gerar um padrao de ribotipo ou
um perfil. Uma vez armazenados os resultados, o sistema caracteriza, arquiva e
compara esse padrdo com um banco de dados préprio do RiboPrinter® System
utilizando um software. Todos os reagentes e materiais utilizados na RiboPrinter ®
vém prepreparados e pré-embalados. Apenas a preparacdao da amostra requer uma
intervencao manual pela colheita da colénia em placa.

Devido a importancia da precisao e do tempo na caracterizacao, identificacao
e eventual eliminacdo de microrganismos indesejaveis para a industria de alimentos,
o sistema automatizado RiboPrinter® foi desenvolvido para reduzir o tempo
envolvido em cada etapa de analise, sendo necessarias apenas oito horas para a
obtencgéo de resultados precisos e confiaveis (BRUCE, 1996).

Este sistema permite realizar a rastreabilidade completa do microrganismo em
questdo, identificando a fonte e causa da contaminagcdo de maneira direta e
indubitavel, pois fornece um perfil genético de cada uma das bactérias implicadas,
permitindo que as bactérias com o ribogrupo coincidente sejam identificadas e a
causa do problema prevenida e/ou eliminada. Este sistema consiste em um avanco
tecnoldgico com relacdo a comodidade, reprodutibilidade e velocidade de realizacéao
(BOUCHET; HUOT; GOLDSTEIN, 2008).

Isolados de Salmonella de fezes de aves, carcaca, agua de escaldagem,
gaiolas de transporte, forro de papel, lixo, conteddo cecal, poeira, amostras de
moscas, swab de arraste, gaiolas pds-transporte, swabs de botas, agua poés-
escaldagem, resultou em uma taxa de identificacao no RiboPrinter® maior que 80%
quando utilizada a enzima de restrigdo Pvull (BAILEY et al., 2002).

A Salmonela pode ser bem caracterizada pela ribotipagem automatizada
utiizando tanto EcoRl (HILTON; PENN, 1998; OSCAR, 1998) quanto Pwvull
(FRITSCHEL, 2001), mas quando se estudou S. Enteritidis e S. Typhimurium, a
enzima Pwvull proporcionou melhor discriminagao (DECESARE et al., 2001).

Objetivando realizar o monitoramento epidemiolégico de patégenos do
ambiente até o produto final, varios pesquisadores, trabalhando com diferentes
espécies bacterianas, determinaram a relacao entre isolados bacterianos coletados
ao longo da cadeia alimentar utilizando o sistema RiboPrinter® (BATT, 1997;
BAILEY, 1998; WACHTEL; WHITEHAND; MANDRELL, 2002).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Isolados bacterianos

O estudo foi realizado em cepas de Salmonella previamente isoladas em duas
plantas de abate de frangos de corte com ciclo completo de producao e sistema de
integracao, identificadas como industria A, localizada no Estado de S&o Paulo, e
industria B no Estado de Mato Grosso do Sul, durante o periodo de abril de 2009 a
abril de 2010.

As amostras para isolamento de Salmonella sp. foram colhidas em todo o
ciclo de producdo, desde granjas de frangos de corte até o produto final
industrializado pronto para comércio, incluindo andlise de amostras provenientes de

matrizes, da fabrica de racao e da fabrica de farinha e 6leo, totalizando 239 isolados

(Figura 1).
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Figura 1. Fluxograma da cadeia de producéo industrial do frango de corte, indicando
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todos os pontos de colheita dos 239 isolados de Salmonella.

Do total de 239 isolados de Salmonella obtidos foram utilizadas 96 cepas, as
quais foram testadas quanto a sensibilidade aos antimicrobianos e submetidas a
analise de ribotipagem automatizada. A selecdo destes isolados foi feita juntamente
com o responsavel pela Garantia da Qualidade dos frigorificos tendo como critérios
para a selecao dos sorotipos, aqueles mais frequentemente isolados dentro da
cadeia de producao, e também aqueles envolvidos em ocorréncia de surtos de
infeccdo alimentar.

As 96 amostras analisadas neste estudo foram isoladas de pontos de colheita
desde o aviario do frango de corte até o ambiente de abate em ambas as plantas,
incluindo a fabrica de ragao. Na figura 2 tem-se a representacdo esquematica do
fluxograma da cadeia de producao avicola, com os diferentes pontos em que estas

amostras foram colhidas.
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Figura 2. Representacao esquematica da cadeia de producao industrial do frango de
corte, indicando os pontos de colheita das 96 cepas de Salmonella selecionadas
para estudo.
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Dentre os sorovares selecionados para estudo, ndo houveram isolados de
Salmonella provenientes do aviario de matriz e da fabrica de farinha e 6leo, por isso
nao constam na figura 2.

A selecéo dos aviérios foi feita de forma a se obter o maximo de informacgdes
sobre a diversidade e distribuicdo dos diferentes perfis genéticos nas regides. A
colheita de amostras nos aviarios foi realizada quando os frangos estavam com
aproximadamente 30 dias. O piso dos aviarios das unidades industriais de Sao
Paulo e Mato Grosso do Sul é de chao batido com adicao de cama. A cama utilizada
para frangos de corte é trocada em média a cada 4 a 5 lotes, sendo que na retirada
de cada lote é realizado um procedimento de fermentacdo da cama. O periodo de
vazio sanitério adotado é em média de 13 dias. Para matrizes a troca de cama é
realizada a cada lote.

As fabricas de ragbes sdo das préprias empresas estudadas que utilizam
ingredientes de origem vegetal para racées de matrizes, enquanto que para racdes
de frango de corte s&o utilizados ingredientes de origem animal e vegetal.

A selecédo dos pontos de colheita de amostras também foi determinada em
conjunto com o responsavel pela Garantia da Qualidade dos frigorificos, sendo
amostrados aqueles pontos exigidos no Programa de Reducao de Patdégenos - PRP
(BRASIL, 2003b). Adicionalmente, outros pontos que apresentavam maior freqiiéncia
de isolamento de salmonela na rotina das industrias estudadas, também foram
amostrados.

O material colhido nos locais especificados foi acondicionado em caixa com
gelo e transportado aos laboratérios das plantas selecionadas para analise de
Salmonella. Amostras de racdo e outras amostras sélidas foram previamente
acondicionados em sacos plasticos estéreis e colocadas em caixa com gelo para
transporte.

O processamento das amostras foi realizado nos laboratérios das plantas
selecionadas para estudo. O protocolo de analise para verificar a presenca/auséncia
de Salmonella spp. foi realizado com o uso do sistema de PCR automatizado BAX
System da Du Poni®, com procedimentos idénticos aos descritos no USER’'S
GUIDE BAX® (2007).
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Todas as amostras positivas no PCR automatizado foram cultivadas pelo
método tradicional de analise, com objetivo de obter colénias puras destinadas a
sorotipagem e ribotipagem.

Nos laboratérios das industrias foram realizados o isolamento e identificacao
preliminar das amostras. Primeiramente, elas foram pré-enriquecidas em agua
peptonada tamponada (APT) (DIFCO®) e incubadas a 37°C por 24 horas. Apés,
foram transferidas para os caldos de enriquecimento seletivo Rappaport-Vassiliadis
(RV) (DIFCO®) e caldo tetrationato (TT) (DIFCO®), e incubadas a 42°C e 37°C,
respectivamente, por 24 horas. Apds, foram estriadas nos meios sélidos seletivos,
agar Salmonella-Shigella (SS) (BBL®) e agar desoxicolato-lisina-xilose (XLD)
(DIFCO®), incubadas a 37°C por 24 horas. As colbnias suspeitas de pertencerem ao
género Salmonella foram identificadas por suas caracteristicas morfoldgicas e
bioquimicas em agar ferro e agucar triplice (TSI) (DIFCO®) e agar lisina e ferro (LIA)
(DIFCO®). Colbnias que apresentaram resultados tipicos para Salmonella sp. foram
confirmadas por provas bioquimicas adicionais, e apos foram estriadas em duplicata
em tubos de ensaio contendo agar nutriente (AN) (DIFCO®). Um exemplar foi
enviado ao Laboratério de Biotecnologia Animal Aplicada da Universidade Federal
de Uberlandia (LABIO/UFU) e o outro para o Departamento de Bacteriologia do
Laboratorio de Enterobactérias da Fundacgao Instituto Oswaldo Cruz no Estado do
Rio de Janeiro (IOC/FIOCRUZ, RJ, Brasil) para tipificacao antigénica.

No LABIO/UFU, as amostras recebidas também foram submetidas a
identificagdo bioquimica complementar e sorologica, conforme recomendado na
Instrugcdo Normativa 62 (BRASIL, 2003a). Os isolados confirmados como Salmonella
sp. em cultura pura foram conservados em caldo infusdo de cérebro e coragao (BHI)
(BACTO®), acrescido de 15% do crioprotetor glicerol e congeladas, e também foram
estriadas em duplicata em AN (DIFCO®) e mantidas em geladeira.

3.2 Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos

As cepas selecionadas para estudo foram submetidas ao teste de
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sensibilidade aos antimicrobianos pelo método de Kirby-Bauer de difusdo com disco
(BAUER; KIRB; SHERRIN, 1966), utilizando protocolo recomendado pelo National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2002).

A preparagdo e padronizagdo dos inéculos foram realizadas seguindo o
método de suspensédo direta das colbnias. Os isolados foram estriados em placas
contendo agar triptona de soja (TSA) (OXOID®) e incubados a 37°C por 24 horas.
Trés a cinco colbnias puras, bem isoladas, de mesmo tipo morfolégico foram
selecionadas da placa e transferidas para um tubo contendo 5mL de NaCl 0,85%. A
turbidez foi ajustada com salina estéril de modo a obter turbidez éptica comparavel a
da solucéo padrao de MacFarland a 0,5, corresponde a aproximadamente de 1 a 2 x
10® UFC/mL. Em seguida, os indculos foram semeados com auxilio de suabes
estéreis em toda a superficie do agar Mueller Hinton (MH) (DIFCO®). As placas
permaneceram entreabertas por 5 a 15 minutos, a temperatura ambiente, para que o
in6culo fosse completamente absorvido pelo agar antes da aplicacao dos discos.
Ap6s absorcdo, foram adicionados os seguintes discos de antimicrobianos:
amoxacilina (10ug) (B-lactamico/penicilina), norfloxacino (10ug) (fluorquinolona),
neomicina (30ug) (aminoglicosideo), gentamicina (10ug) (aminoglicosideo),
trimetropim (5ug) (pirimidinicos), ceftazidima (30ug) (B-lactamico/cefalosporina),
cloranfenicol (30ug) (fenicol), imipenem (10ug) (B-lactamico/carbapenem),
tetraciclina  (30ug) (tetraciciclina),  sulfonamida  (300ugQ) (sulfonamida)
(LABORCLIN®).

As placas foram incubadas a 37°C em aerobiose por 18 a 20 horas, em
seguida medidos os diametros dos halos de inibicao (em milimetros), com auxilio de
régua. Seguindo os critérios de interpretacdo dos didmetros dos halos os
microrganismos foram classificados como sensivel (S), intermediario (I) ou resistente
(R) ao antimicrobiano testado. Para o controle de qualidade dos testes de
sensibilidade, utilizou-se uma cepa da American Type Culture Collection (ATCC) E.
coli ATCC 25922.

Para os antimicrobianos em que houve maior freqiéncia de cepas resistentes
ou com resisténcia intermediaria foi realizada a concentragéo inibitéria minima (CIM),
por meio das fitas de gradiente antimicrobiano Etest (BIOMERIEUX®).

Primeiramente, o inéculo bacteriano foi preparado em salina e a turbidez ajustada a
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0,5 da escala de McFarland (1 a 2 x 10® UFC/mL). Em seguida, essa suspensio do
in6culo bacteriano foi semeada em placa de agar MH (DIFCO®) e em até 15
minutos apds sua preparacdo, as fitas Etest (BIOMERIEUX®) foram dispensadas
sobre a placa. As placas foram incubadas a 37°C por um periodo de 18 a 20 horas
em aerobiose. O valor da CIM foi lido no ponto onde a elipse de inibicao intersectou
a tira, ou seja, na concentracdo de antimicrobiano correspondente a interseccao
entre a fita e a area de crescimento bacteriano. Para interpretacdo dos resultados
utilizou-se tabela fornecida pelo fabricante das fitas de Etest (BIOMERIEUX®).

Os critérios de escolha dos antimicrobianos testados baseou-se nos seguintes
pontos: utilizacdo dessas drogas na medicina veterinaria e humana, ocorréncia de

resisténcia dentro da producao avicola brasileira e na medicina humana.

3.3 Ribotipagem dos isolados de Salmonella

Os 96 isolados de Salmonella foram enviados ao Laboratério Especial de
Microbiologia Clinica (LEMC), na Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP),
em Sao Paulo (SP), em tubos de ensaio contendo AN (DIFCO®). As amostras foram
analisadas pelo RiboPrinter® Microbial Characterization System (Qualicon,
Wilmington, DE) (Figura 3), e os resultados foram utilizados para estabelecer as

relagdes filogenéticas entre os isolados em cada ponto da cadeia produtiva.

Fonte: http://www.kryptonbio.com/food m ribo.html

Figura 3. Sistema de caracterizagdo microbiana - RiboPrinter®.
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Para a analise no aparelho, as colénias foram novamente estriadas em placas
de XLD (DIFCO®) para obtencdo de culturas puras. Do crescimento bacteriano
obtido foi selecionada uma coldnia tipica de Salmonella, com auxilio de um bastédo
esterilizado descartavel fornecido pelo fabricante (Figura 4 - A) e transferido para a
solugédo tampao (“Sample Buffer’ — Qualicon, Wilmington, DE, USA). Esta suspensao
composta pelas células bacterianas e 200ul de tampao foi homogeneizada com
auxilio de um agitador e 30 pl deste in6culo foi transferido para um tubo cénico,
apropriado para introduzir as amostras no aparelho.

Na etapa seguinte, foi realizado o tratamento térmico das amostras,
inativando as nucleases presentes e preparando as células para a lise. Para a
realizacdo deste tratamento, ciclos de aquecimento e resfriamento foram realizados
segundo o programa da unidade de tratamento térmico (“Heat Treatment Station”)
(Figura 4 - B), que é um equipamento que acompanha o RiboPrinter®.

Apbs o tratamento térmico, 5yl dos reagentes de lise A e B (Qualicon,
Wilmington, DE, USA) foram adicionados a cada amostra para iniciar a ruptura da
membrana das células. Em seguida as amostras foram inseridas no aparelho
RiboPrinter® e processadas.

No aparelho, as seguintes etapas automatizadas foram realizadas: (1)
preparo do DNA, onde foi realizada a extracdo do mesmo de dentro das células
bacterianas e posterior fragmentacdo com a enzima de restricdo Pvull (Figura 4 - C);
(2) separagao e transferéncia, caracterizada por uma corrida em gel de eletroforese,
que separou os fragmentos por gradiente de peso molecular e pela transferéncia
destes fragmentos que foram imobilizados em uma membrana de nitrocelulose,
utilizando a técnica de “Southern blotting” modificado (Figura 4 - D); (3)
processamento da membrana, onde os fragmentos do DNA foram expostos a um
tratamento quimico-enzimatico com uma sonda de DNA, derivada do rRNA de uma
E. coli e um marcador quimioluminescente, que revelou os fragmentos hibridizados
(Figura 4 - E); (4) deteccdo, onde a imagem padrao da banda de DNA gerada pelos
fragmentos quimiluminescentes, é capturada por uma maquina fotografica, inserida
no sistema e transferidas eletronicamente para o computador acoplado ao aparelho
(Figura 4 - F). No computador a imagem de cada gel foi tratada e comparada com o

banco de dados para a caracterizacdo das cepas. Cinco marcadores de peso
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molecular foram distribuidos no gel, permitindo que cada coluna — representando 0s
dados da amostra — fosse normalizada de acordo com um marcador padréo,
baseado na posicao e intensidade das bandas (HOLLIS et al., 1999).

O proximo passo consistiu no processamento da imagem digitalizada e
comparacao dos padrdes obtidos pela enzima de restricao (Figura 4 - G e H). Essa
imagem digitalizada fica armazenada na memdéria do computador e os resultados
foram analisados usando o software e o banco de dados do préprio RiboPrinter®.
Esses padrdes foram utilizados para identificacdo e caracterizacdo de todas as
amostras analisadas em nivel de género, espécie, subespécie e sorotipo. Como
parte do processo de caracterizacdo, o padrao riboprint (amostra processada) foi
automaticamente analisado e os padrées sdo agrupados pela similaridade existente
entre eles. Uma colecao de padrdes riboprint € chamada de padrao ribogrupo.

Coeficientes de similaridade foram calculados pelo sistema de computacéo
acoplado ao aparelho, baseando-se na posicdo e no peso relativo das bandas.
Todos os isolados que apresentaram coeficientes de similaridade iguais ou maiores
que 0,93 (93%) foram classificados como do mesmo ribogrupo. Aqueles que
apresentaram coeficientes de similaridade < 0,92, foram considerados isolados
diferentes com padrdes de ribotipagem distintos (BRUCE et al., 1996).
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adaptacgoes).
Figura 4. Funcionamento do Sistema RiboPrinter®.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Identificacao dos isolados

Ao todo, foram recebidas no LABIO/UFU 239 cepas de Salmonella
provenientes das duas unidades de producdo avicola estudadas. Conforme a
sorotipificacdo realizada pela FIOCRUZ foram identificados 24 diferentes sorovares.
A relacdo dos sorovares encontrados em ordem decrescente de frequéncia foi: S.
Minnesota (31,38%), S. Infantis (22,60%), S. Schwarzengrund (7,95%), S. enterica
(5,86%), S. Cubana (5,44%), S. Agona (4,19%), S. Typhimurium (3,35%), S. Newport
(2,51%), S. Mbandaka (2,09%), S. Livingstone, S. Saintpaul e S. Seftenberg (1,67%
cada), S. Worthington, S. Cerro, S. Orion e S. Tennessee (1,25% cada), S.
Montivideo, S. Hadar e S. Panama (0,84% cada), S. Freundii, S. Anatum, S. Gafsa,
S. Havana e S. Oranienburg (0,42% cada).

Foram encontradas duas amostras positivas para Salmonella provenientes do
aviario de matrizes, uma isolada de suabe de cloaca e outra de suabe de arrasto
com prope, pertencentes ao sorovar Agona. Apesar da importancia do isolamento de
Salmonella em matrizes, estas nao foram selecionadas para estudo por ndo estarem
disseminadas na cadeia produtiva.

Dentre os 239 isolados utilizou-se neste estudo 96 cepas, as quais foram
selecionadas em conjunto com o responsavel pela Garantia da Qualidade das
industrias A e B. Os critérios utilizados para escolha dos sorotipos baseou-se
naqueles mais freqlientemente isolados dentro da cadeia produtiva, sendo eles S.
Minnesota e S. Infantis. E também naqueles com envolvimento crescente em casos
de surtos de infeccdo alimentar, sendo por isso selecionados 0s sorovares
Schwarzengrund (AARESTRUP et al., 2007; VUGIA et al., 2004) e Newport (CDC,
2006). A tabela 2 mostra a identificacao das espécies estudadas, conforme local de

isolamento.

Tabela 2. Identificacdo de 96 cepas de Salmonella isoladas na industria A (SP) e
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industria B (MS), conforme sorotipificacdo realizada pela FIOCRUZ.

Espécie Industria Identificacdo N°de isolados (%)

Salmonella Minnesota A 1a22 22 (22,92)

Salmonella Infantis A 23 a50 28 (29,17)

Salmonella Schwarzengrund A 51 a62 12 (12,50)
Salmonella Newport A 63 a 67 5 (5,21)

Salmonella Minnesota B 68 a 93 26 (27,08)
Salmonella Schwarzengrund B 94 e 95 2 (2,08)
Salmonella Newport B 96 1(1,04)
Total 96 (100)

Das 96 amostras de Salmonella analisadas nas duas plantas industriais, 48
(50%) pertenciam ao sorovar S. Minnesota, 28 (29,17%) a S. Infantis, 14 (14,58%) a
S. Schwarzengrund e seis (6,25%) a S. Newport.

S. Enteritidis e S. Typhimurium sao os sorovares mais frequentemente
isolados em produtos de origem avicola (BERCHIERI et al., 2009). No entanto, neste
estudo, o sorovar S. Minnesota foi 0 mais isolado, tanto na industria A como na
industria B. Existem indicios de que o intenso controle na producgéo avicola frente a
certos sorovares como Enteritidis acaba por ocasionar o aparecimento de outros
sorotipos pelo mecanismo de exclusao competitiva, o que poderia explicar a alta
frequéncia encontrada para S. Minnesota.

O alto numero de isolados de S. Infantis encontrado assemelha-se a um
estudo desenvolvido na UE, que demonstrou ser este sorovar o mais frequente tanto
no ambiente de criagdo do frango de corte (EFSA, 2007), como em carcagas (EFSA,
2010).

S. Infantis esta entre os sorovares mais envolvidos em casos de salmonelose
humana no Brasil, sendo reconhecido por seu potencial patogénico, o qual, além do
quadro gastroentérico, pode determinar infeccdo septicémica em animais jovens e
no homem, principalmente em casos de infeccoes graves em criancas (FONSECA et
al., 2006, LOUREIRO et al., 2010). Ja nos EUA, segundo o CDC (2006), S. Newport
€ que esta entre os sorotipos mais frequentemente isolados em humanos com
salmonelose, denotando o risco potencial desse agente.

Poucos trabalhos mencionam o envolvimento do sorovar S. Schwarzengrund
na avicultura ou em surtos de infec¢ao alimentar no Brasil. No entanto, atualmente, a

incidéncia deste sorovar parece ter aumentado, e um estudo conduzido por VUGIA
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et al. (2004), nos EUA, demonstrou que este foi o quinto sorovar mais comumente
isolado da carne de frango, colocando as aves como seu reservatorio mais comum.
Além disso, ha relato da disseminacdo de cepas de S. Schwarzengrund multi
resistentes do frango para o homem, causada pela ingestdo de alimentos
contaminados (AARESTRUP et al., 2007)

As cepas analisadas foram isoladas em diferentes etapas de processamento
e de variados tipos de amostra dentro da cadeia produtiva do frango de corte,
conforme pode ser verificado na Tabela 3.

Tabela 3. Origem das 96 cepas de Salmonella sp. isoladas nas industrias A (SP) e B

(MS), conforme o tipo de amostra.

Ponto Etapa de . Identificacao das 3 a4 N°total
coleta’ processamento Tipo de amostra cepas2 A" B isolados

P1 Fabrica de racao Suabe do caminhao 9 1 - 1

P2 Fabrica de racao Matéria prima (farelo) 57 1 - 1

P3 Aviario frango corte  Suabe de arrasto 1272425262728 13 - 13
29 3051 52 53

P4 Aviario frango corte  Propé 34568313254 1 - 11
55 56 63

P5 Aviario frango corte  Suabe com propé 237071727374 1 7 8
7577

P6 Aviario frango corte  Propé pos higienizacdo 76 - 1 1

P7 Recepcgéao Suabe de caminhao 69 - 1 1

P8 Recepcao Suabe de gaiola 68 - 1 1

P9 Recepcao Suabe de cloaca 7879 -2 2

P10 Escaldagem Agua de escaldagem 19 41 2 - 2

P11 Resfriamento Agua de resfriamento 42 84 91 96 1 3 4

P12 Resfriamento Miudos 18 44 93 2 1 3

P13 Resfriamento Carcaca resfriada 10111214162039 11 6 17
40 46 61 64 85 86
87 88 89 94

P14  Sala de cortes Cortes sem 0sso 2122334550 59 9 1 10
60 62 65 95

P15  Sala de cortes Cortes com 0sso 1317 37 43 66 80 5 4 9
818290

P16 Sala de cortes CMS* 34 3536 3847 48 8 2 10
49 58 83 92

P17 Sala de cortes Pele 15 67 2 - 2

TOTAL 67 29 96

" Consultar a figura 1 para localizacdo dos pontos de coleta; © Consultar a tabela 2 para identificagao
dos sorovares; 3A: isolados da indUstria A; *S: isolados da indstria B; *CMS: Carne mecanicamente
separada.

Salmonella Minnesota foi 0 sorotipo que apresentou maior distribuicao (cepas
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1 a 22 e 68 a 93, tabela 3), identificada em quase todos os pontos de coleta, exceto
na matéria prima utilizada pela fabrica de ragdo. Neste local, S. Schwarzengrund foi
0 Unico sorotipo isolado.

Os resultados positivos encontrados nas diferentes etapas do processo de
abate, apresentados na tabela 3, indicam a importancia de todos estes locais na
contaminacdo por Salmonella, ressaltando que varios sdo os pontos a serem
controlados. No entanto, alguns destes pontos merecem atencdo especial por
indicarem possiveis falhas, tanto na etapa de criagdo, como observado no ponto P6
(propé poés higienizagdo, aviario frango de corte), como no processo de abate,
demonstrado pelo ponto P11 (dgua de resfriamento, abatedouro).

O fator mais importante na manutencao da saude avicola é a higiene, sendo a
limpeza considerada um ponto fundamental na sanitizacdo da granja. A presenca de
Salmonella em propé apés higienizacdo do aviario do frango de corte (ponto P6,
tabela 3), indica uma baixa eficacia do programa de sanitizacdo nas granjas, a qual
nado foi capaz de eliminar a presenca deste microrganismo do ambiente de criagao,
podendo haver a contaminacao dos lotes subsequentes.

A legislacao estabelece que a temperatura das carcacas ao final do processo
de resfriamento deve ser igual ou inferior a 7°C (BRASIL, 1998). O objetivo de
abaixar a temperatura das carcacas é evitar a proliferacdo de microrganismos. No
entanto, as positividades observadas na agua de resfriamento (P11, tabela 3)
demonstram que este ponto ndo exerceu controle sobre Salmonella podendo, ao
contrario, agir como fonte de disseminacdo do patégeno para as carcacas. Este
inconveniente pode ser devido a temperaturas inadequadas e cloracao deficiente da
agua de resfriamento.

Segundo BERSOT (2006), a qualidade da agua, renovacado, cloracdo e
temperatura devem ser constantemente monitorados dentro do fluxograma de abate,
desde o transporte das aves vivas até as carcacas embaladas, para a manutencao
da qualidade microbioldgica da carne, com conseqlente reducdo da prevaléncia de
Salmonella no produto final.

4.2 Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos
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O uso desequilibrado de antimicrobianos na medicina humana e em animais
de producao carreia riscos pela selecao de bactérias resistentes aos mesmos, o que
enfraquece, gradativamente, o emprego da antibioticoterapia. Assim, o uso de
antibiéticos na avicultura com objetivos profilaticos e de promocao de crescimento,
proporcionam a liberagcdo de residuos no ambiente que por sua vez acabam
aumentando essa pressdao de selecio e favorecendo a emergéncia de
microrganismos resistentes (PALERMO NETO, 2011).

A determinacao do perfil de resisténcia das cepas de Salmonella é importante
para o estabelecimento de suas caracteristicas dentro da cadeia produtiva do frango,
ja que os antibidticos sdo muito empregados durante a etapa de criacao. A utilizacao
do método de difusdo com discos de antibidticos constituiu numa importante
ferramenta no monitoramento da resisténcia, e a analise da concentracao inibitéria
minima (CIM) permitiu a obtengcdo de resultados mais precisos quanto a
sensibilidade dos microrganismos em relagdo aos antimicrobianos.

Os resultados obtidos pelo teste de difusdo em discos estdo apresentados
nas tabelas 4 e 5, referentes aos isolados das industrias A e B, respectivamente.

Tabela 4. Distribuicdo das 67 cepas de Salmonella isoladas na industria A (SP),

conforme trés categorias de resisténcia frente a 10 antimicrobianos.

NUMERO DE CEPAS (%)

ANTIMICROBIANO  —pEoiaTENTES  INTERMEDIARIAS  SENSIVEIS

Amoxacilina (10ug) 9 (13,43) 12 (17,91) 46 (68,66)
Gentamicina (10ug) 2 (2,98) 0 65 (97,02)
Trimetoprima (5pg) 1(1,49) 0 66 (98,51)
Ceftazidima (30ug) 1 (1,49) 1 (1,49) 65 (97,02)
Tetraciclina (30ug) 23 (34,33) 2 (2,98) 42 (62,69)
Sulfonamida (300ug) 26 (38,81) 2(2,98) 39 (58,21)
Outros™ 0 0 67 (100)

* Outros: norfloxacina (10ug), neomicina (30ug), cloranfenicol (30ug), imipenem (10ug).

Conforme pode ser verificado na tabela 4, para as 67 cepas analisadas na
industria A, o maior percentual de resisténcia, considerando também isolados com

resisténcia intermedidria, foi para sulfonamida com 28 cepas (41,79%), seguido pela
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tetraciclina com 25 (37,31%) e amoxacilina com 21 (31,34%) cepas. Para os
antibidticos gentamicina, trimetoprima e ceftazidima foram obtidas menores
percentagens de cepas resistentes ou com resisténcia intermediaria. Todos os 67
isolados foram sensiveis ao norfloxacina, neomicina, cloranfenicol e imipenem.

Na tabela 5 pode-se observar que das 29 cepas estudadas na industria B, o
maior percentual de resisténcia, incluindo cepas com resisténcia intermediaria,
também foi para tetraciclina e sulfonamida com 26 cepas (89,66%), seguido pela
neomicina com 13 (44,83%) e amoxacilina com nove (31,03%). Para trimetoprima e
cloranfenicol também foram encontradas cepas resistentes, porém em pequena
quantidade. Todas as 29 cepas analisadas foram sensiveis ao norfloxacina,

gentamicina, ceftazidima e imipenem.

Tabela 5. Distribuicdo das 29 cepas de Salmonella isoladas na industria B (MS),

conforme trés categorias de resisténcia frente a 10 antimicrobianos.

NUMERO DE CEPAS
RESISTENTES INTERMEDIARIAS SENSIVEIS

ANTIMICROBIANO

Amoxacilina (10ug) 5(17,24) 4 (13,79) 20 (68,97)
Neomicina (30ug) 0 13 (44,83) 16 (55,17)
Trimetoprima (5ug) 5(17,24) 0 24 (82,76)
Cloranfenicol (30ug) 1 (3,45) 0 28 (96,55)
Tetraciclina (30ug) 26 (89,66) 0 3(10,34)
Sulfonamida (300pg) 26 (89,66) 0 (1 0,34)
Qutros™ 0 0 29 (100)

* Qutros: norfloxacina (10ug), gentamicina (10ug), ceftazidima

—

30ug), imipenem (10pQ).

Considerando o numero total de amostras isoladas nas industrias A e B (96
cepas), 0s maiores percentuais de resisténcia foram obtidos para sulfonamida com
54 cepas (56,25%), seguido pela tetraciclina com 51 (53,12%) e amoxacilina com 30
(31,25%) (tabelas 4 e 5), os quais pertencem, respectivamente, as classes das
sulfonamidas, tetraciclinas e beta lactamicos benzilpenicilamicos, que tiveram seu
uso banido no Brasil como promotores de crescimento (BRASIL, 2009). Esses dados
podem ser indicativos do wuso, ndo controlado ou nao assistido, desses
antimicrobianos na avicultura de corte, propiciando o aparecimento de cepas
resistentes, o que dificulta o seu controle.

De acordo com a Instrucdo Normativa n° 26 (BRASIL, 2009), os antibiéticos
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pertencentes as classes dos anfenicdis, tetraciclinas, beta lactamicos subclasse dos
benzilpenicilamicos, beta lactamicos subclasse das cefalosporinas, quinolonas e
sulfonamidas sistémicas sdo de uso exclusivo veterinario em terapéutica, sendo
vedada a sua utilizacdo como aditivos zootécnicos melhoradores de desempenho ou
como conservantes de alimentos para animais.

Para o antibiético cloranfenicol (anfenicol) houve apenas um (1,04%) isolado
resistente. De acordo com a Instrucao Normativa n°9 (BRASIL, 2003) é proibido a
fabricacdo, a manipulacdo, o fracionamento, a comercializacdo, a importacédo e o
uso do principio ativo cloranfenicol e os produtos que contenham este principio ativo
para uso veterinario e suscetivel de emprego na alimentacdo de todos os animais e
insetos.

Para a ceftazidima (cefalosporina 32 geracao) houveram dois (2,08%) isolados
resistentes, enquanto que para norfloxacina (fluorquinolona) ndo houve relato de
cepas resistentes neste estudo, sugerindo uma boa aplicacdo dessas drogas na
terapéutica veterinaria. Dados fornecidos pelo Prebaf (BRASIL, 2008) apontaram
maiores percentuais de resisténcia ao encontrado neste estudo, com 59,2% de
isolados resistentes ao grupo dos anfenicdis, 44% para as quinolonas e 22,8% para
cefalosporinas de 32 geragéo.

Em outro estudo desenvolvido no Brasil, em Jaboticabal, Sdo Paulo,
utilizando cepas de Salmonella isoladas de carcacgas de frangos congelados, 100%
dos isolados foram resistentes a ampicilina (beta lactamico penicilamicos), 75% a
cefalotina (cefalosporina), 52,1% a cefoxitina (cefalosporina) e 6,2% a tetraciclina
(SANTOS et al., 2000). Esses resultados ndo concordam com este estudo, no qual
foram encontrados menores percentuais de resisténcia para antibioticos dos grupos
beta lactamicos benzilpenicilamicos (31,25%) e cefalosporinas (2,08%), e maiores
para o grupo das tetraciclinas (53,12%).

Nas tabelas 6 e 7 estdo apresentados os sorotipos de Salmonella e os
respectivos perfis de resisténcia a antimicrobianos. Neste estudo, foram
considerados multi resistentes aqueles isolados que apresentaram resisténcia a trés
ou mais antibiéticos, de acordo com o adotado por BRASIL (2008).

Tabela 6. Distribuicdo das 67 cepas de S. Minnesota, S. Infantis, S. Schwarzengrund
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e S. Newport isoladas na industria A (SP), conforme 16 perfis de resisténcia a

antimicrobianos.

RESISTENCIA A ) b c N2 DE
PERFIL a ESPECIE CEPAS
ANTIMICROBIANOS CEPAS
A1 (AMO) S. Infantis 233132333447 49 7
S. Schwarzengrund 54 57 2
A2 (TET) S. Schwarzengrund 60 1
A3 (SUL) S. Infantis 30 1
S. Schwarzengrund 55 1
A4 AMO S. Infantis 26 35 2
S. Schwarzengrund 52 1
A5 TET S. Infantis 43 1
A6 SUL S. Newport 64 65 2
A7 SUL (AMO) S. Infantis 40 1
A8 SUL (TET) S. Schwarzengrund 61 1
A9 AMO CAZ S. Infantis 28 1
A10 TET SUL S. Minnesota 123610111213 141518 11
S. Infantis 42 44 2
A1 TET SUL (AMO) S. Minnesota 20 1
A12 TET SUL AMO S. Minnesota 782122 4
A13 TET SUL AMO (CAZ) S. Minnesota 16 1
A14 TET SUL GEN S. Minnesota 45 2
A15 TET SUL TRI (AMO) S. Minnesota 17 1
A16 Multi-sensivel S. Minnesota 919 2
S. Infantis 24 2527 29 36 37 38 39 41 45 46 48 50 13
S. Schwarzengrund 51 53 56 58 59 62 6
S. Newport 63 66 67 3
TOTAL 67

? Perfis entre parénteses = cepas com resisténcia intermediaria ao(s) antimicrobiano(s); AMO:
amoxacilina (10ug); CAZ: ceftazidima (30ug); GEN: gentamicina (10ug); TRI: trimetoprima (5ug); TET:
tetraciclina (30ug); SUL: sulfonamida (300ug); Multi-sensivel: cepas sensiveis a todos os
antimicrobianos acima, além de norfloxacino (10ug), neomicina (30ug), cloranfenicol (30ug) e
imipenem (10ug).

b Espécies identificadas de acordo com a sorotipificacao realizada pela FIOCRUZ.

°Consultar as tabelas 2 e 3 para identificacdo do local de isolamento das cepas.

Conforme apresentado na tabela 6 foram reconhecidos 16 perfis de
resisténcia a antimicrobianos (A1 a A16) na industria A, com uma a 13 cepas cada.
O teste de suscetibilidade aos antimicrobianos revelou que dentre as 67 cepas
analisadas, 43 (64,18%) apresentaram resisténcia ou resisténcia intermediaria a
uma ou mais drogas, sendo estas agrupadas nos perfis A1 a A15. Apenas 24
(35,82%) cepas foram sensiveis a todos antibiéticos testados (perfil A16). Do total de
43 cepas resistentes, 34 (79,07%) foram resistentes a um ou dois antimicrobianos
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(A1 a A10) e nove (20,93%) foram consideradas multi resistentes, por apresentarem
resisténcia a mais de duas drogas (= 3 antibidticos) (A11 a A15) (tabela 6).

Foram encontrados dois perfis de S. Newport, seis de S. Schwarzengrund,
sete de S. Minnesota e oito perfis de S. Infantis. Os sorovares Infantis,
Schwarzengrund e Newport apresentaram resisténcia a até dois antibidticos,
enquanto que o sorovar Minnesota apresentou resisténcia de dois a até quatro
antibioticos, denotando o carater multi resistente desse sorovar. Das 22 cepas de S.
Minnesota, nove (40,91%) foram resistentes a trés ou quatro antibiéticos (A11 a
A15), 11 (50%) a dois (A10) e apenas duas (9,09%) cepas foram sensiveis a todos

os antibiodticos (tabela 6).

Tabela 7. Distribuicdo das 29 cepas de S. Minnesota, S. Schwarzengrund e S.
Newport isoladas na industria B (MS), conforme 11 perfis de resisténcia a

antimicrobianos.

RESISTENCIA A i b c N¢ DE
PERFIL a ESPECIE CEPAS
ANTIMICROBIANOS CEPAS
A10 TET SUL S. Minnesota 7174808183 5
S. Schwarzengrund 94 95 2
A1 TET SUL (AMO) S. Minnesota 86 1
A12 TET SULAMO S. Minnesota 82 88 2
A15 TET SUL TRI (AMO) S. Minnesota 93 1
A17 TET SUL (NEO) S. Minnesota 69 76 77 78 79 85 90 7
A18 TET SUL (AMO NEO) S. Minnesota 87 1
A19 TET SUL AMO (NEO) S. Minnesota 7072 89 3
A20 TET SUL TRI S. Minnesota 73 84 2
A21 TET SUL TRI (NEO) S. Minnesota 75 1
A22 TET SUL TRI CLO (AMO NEO) S. Minnesota 92 1
A23 Multi-sensivel S. Minnesota 68 91 2
S. Newport 96 1
TOTAL 29

? Perfis entre parénteses = cepas com resisténcia intermediaria ao(s) antimicrobianos; AMO:
amoxacilina (10ug); NEO: neomicina (30ug); CLO: cloranfenicol (30ug); TRI: trimetoprima (5ug); TET:
tetraciclina (30pg); SUL: sulfonamida (300ug); Multi-sensivel: cepas sensiveis a todos os
antimicrobianos acima, além de norfloxacino (10ug), gentamicina (10ug), ceftazidima (30ug) e
imipenem (10ug).

b Espécies identificadas de acordo com a sorotipificacao realizada pela FIOCRUZ.

°Consultar as tabelas 2 e 3 para identificacdo do local de isolamento das cepas.

Entre as 29 cepas de Salmonella isoladas na industria B, foram identificados
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11diferentes perfis de resisténcia a antimicrobianos (A10 a A12, A15, A17 a A23),
com uma a sete cepas cada (tabela 7). Com excec¢éo do perfil A23, os demais perfis
agruparam 26 (89,66%) cepas resistentes ou com resisténcia intermediaria, sendo
que entre estas sete (26,92%) foram resistentes a dois antimicrobianos e um total de
19 (73,08%) apresentaram resisténcia a mais de dois antibidticos. Apenas trés
(10,34%) cepas foram sensiveis a todos antibiéticos testados.

Das amostras da industria B foi encontrado um perfil para os sorovares
Newport (A23) e Schwarzengrund (A10) e 11 perfis para S. Minnesota (tabela 7). Os
dois isolados de S. Schwarzengrund estudados apresentaram resisténcia a dois
antibidticos, sendo eles tetraciclina e sulfonamida. O Unico isolado de S. Newport
analisado foi sensivel a todos antibiéticos, enquanto o sorovar Minnesota apresentou
resisténcia de dois a até seis antibioticos, reforcando o achado da industria A sobre o
carater multi resistente desse sorovar. Das 26 cepas de S. Minnesota, cinco
(19,23%) apresentaram resisténcia a dois antibidticos, 18 (69,23%) a trés ou quatro,
uma (3,85%) a seis antibiéticos e apenas duas (7,69%) foram sensiveis a todas as
drogas testadas.

A correlagdo entre os dados referentes aos perfis de resisténcia
antimicrobiana (tabelas 6 e 7), com os pontos de isolamento das cepas de
Salmonella na cadeia produtiva (pontos de coleta P1 a P17, tabela 3) mostra que os
isolados multi resistentes (= 3 antibidticos) estiveram presentes nos mais variados
tipos de amostras analisadas no aviario e no abatedouro. No ambiente de criagao
foram encontradas cepas multi resistentes nas seguintes amostras: suabe de arrasto
(cepa 7), propé (cepas 4, 5 e 8), suabe com propé (cepas 70, 72, 73, 75 e 77) e
propé pos higienizacdo (cepa 76). Ja no abatedouro cepas com perfis de multi
resisténcia estiveram presentes em amostras de: suabe de caminhao (cepa 69),
suabe de cloaca (cepas 78 e 79), agua de resfriamento (cepa 84), miudos (cepa 93),
carcacas resfriadas (cepas 16, 20, 85, 86, 87, 88 e 89), cortes sem 0sso (cepas 21 e
22), cortes com 0sso (cepas 17, 82 e 90) e CMS (cepa 92).

A cepa 92 de S. Minnesota, perfil A22 (tabela 7), multi resistente (seis
antibioticos), foi isolada de carne mecanicamente separada na sala de cortes do
abatedouro (P16, tabela 3) da industria B. Ainda neste local foram isoladas outras

culturas desse mesmo sorovar, com resisténcia a dois (perfil A10, cepas 80, 81 e 83)
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e trés antimicrobianos (perfis A12 e A17, cepas 82 e 90) (tabela 7).

A freqliéncia de cepas resistentes pode ser considerada alta, uma vez que do
total de 96 cepas apenas 27 (28,13%) foram sensiveis a todos os antimicrobianos
testados (perfis A16 e A23), enquanto 69 (71,87%) apresentaram perfis de
resisténcia a pelo menos um antibidtico (tabelas 6 e 7). Dentre essas 69, 28
isolados, sendo nove deles provenientes da industria A e 19 da industria B,
apresentaram perfil de multi resisténcia (= 3 antibioticos), todos pertencentes ao
sorovar S. Minnesota.

Acredita-se que o uso incorreto ou ilegal de antimicrobianos na avicultura
industrial acabou por selecionar cepas do sorovar Minnesota de carater multi
resistente, melhor adaptadas as essas condicoes de pressdao, que acabaram se
disseminando no ambiente. Associado a esta hipdtese, pode ter ocorrido a
disseminacdo de genes de resisténcia aos antimicrobianos, o que néo foi avaliado
neste estudo. A Prebaf (BRASIL, 2008) enfatiza a importancia de caracterizar os
clones multi resistentes quanto a sua capacidade de albergar e disseminar genes de
resisténcia a antimicrobianos, o que demonstra a necessidade de prosseguimento
deste assunto no presente estudo.

THRELFALL et al. (2000) acreditam que o aumento significativo no isolamento
de cepas de Salmonella resistentes em paises em desenvolvimento esta associado
principalmente ao uso profildtico de antimicrobianos em animais destinados a
producéo de alimentos. Segundo LOGUE et al. (2003), o uso de antimicrobianos em
nivel de campo influencia na criacdo de um ambiente que promove a selecado de
Salmonella resistente a antibidticos, o que pode refletir no processo de abate. E
entdo, um pequeno numero de carcagas contaminadas pode servir como fonte de
disseminacgao de bactérias resistentes para outras carcacas.

A oposigao do uso de antibiéticos em baixas concentragdes em ragdes de
animais de producdo, tem origem na preocupacdo de desenvolvimento da
resisténcia a antibidticos pelas bactérias presentes nos animais e sua possivel
transferéncia para a populagdo humana por meio da cadeia alimentar. Por isso, a
ocorréncia de cepas de Salmonella resistentes a antimicrobianos em produtos de
origem animal, alerta para uma condi¢cao de risco a saude publica (BRASIL, 2008).

Essa condicao tem sido motivo de preocupacao de 6rgaos internacionais como a
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WHO, OIE e Codex Alimentarius.

Em uma reunido realizada pela FAO/WHO/OIE em Roma, na ltalia, no final de
2007, foram apresentadas duas listas elaboradas pela WHO e a OIE referentes,
respectivamente, aos antibiéticos de uso criticamente importante tanto para a sadude
humana como animal (OIE, 2007; WHO, 2007). Esta reunido buscou identificar os
antimicrobianos pertencentes as duas listas e, tanto quanto possivel, analisar o risco
desse fato para a saude humana. Segundo este estudo, trés classes de
antimicrobianos foram consideradas como prioritarias para o desenvolvimento de
medidas e estratégias para manejo da resisténcia bacteriana, pois apareciam em
ambas as listas, sendo eles: cefalosporinas de 32 e 42 geragdes, as quinolonas
(incluindo as fluorquinolonas) e os macrolideos. No presente estudo, no entanto,
como visto anteriormente, para o grupo das cefalosporinas foram encontrados
apenas dois (2,08%) isolados resistentes, enquanto que para o grupo das
fluoroquinolonas ndo houve relato de cepas resistentes. Este resultado demonstra o
uso prudente e monitorado dessas drogas na avicultura, o que, consequentemente,
reduz o risco de envolvimento de cepas resistentes aos mesmos na medicina
humana, minimizando o risco para os humanos. Contudo, a relativa importancia e
contribuicao do frango para o problema de resisténcia antimicrobiana em humanos é
dificil de avaliar.

Para andlise da CIM foram utilizadas fitas de Etest (BIOMERIEUX®) apenas
para antibiéticos aos quais foram encontrados os maiores percentuais de cepas
resistentes pelo teste de difusdao em disco, sendo eles sulfonamida, tetraciclina e
amoxacilina. A andlise da CIM foi realizada apenas nas cepas resistentes pelo teste
de difusdo em disco, com intuito de reavaliar a resisténcia de cada um desses
isolados, além de determinar as concentracdes minimas do antibiético necessarias
para impedir o crescimento microbiano.

Para o antibidtico sulfonamida ndo foi encontrado a fita de Etest
(BIOMERIEUX®), assim, utilizou-se a fita Etest de sulfametoxazol, correspondente
ao mesmo grupo ou classe de antibi6ticos da sulfonamida.

Os graficos 1, 2 e 3 representam o numero de isolados obtidos em relagédo as
diferentes concentracbes (ug/mL) dos antibidticos tetraciclina, sulfonamida e

amoxacilina, respectivamente.
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Conforme informacgdes da tabela do fabricante (BIOMERIEUX®) tém-se os
seguintes critérios de interpretacdo para os antibioticos:
- tetraciclina: < 4 ug/mL (sensivel), = 16 pg/mL (resistente).
- sulfametoxazol: < 256 pug/mL (sensivel), = 512 ug/mL (resistente).
- amoxacilina: < 8 pg/mL (sensivel), = 32 pg/mL (resistente).
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Grafico 1. Distribuicdo dos resultados da CIM (ug/ml) de tetraciclina para amostras
de Salmonella isoladas na industria A (SP) e industria B (MS).

Na analise do grafico 1, para o antibidtico tetraciclina, as 25 cepas de
Salmonella resistentes pelo teste de difusdo em disco provenientes de da industria
A, apresentaram CIMs entre 1,0 e >256 ug/ml. Seis destas foram reclassificadas
como sensiveis, por apresentarem CIM < 2 pg/ml e os demais isolados (19 cepas)
foram considerados resistentes, com maior nimero de isolados para a CIM de 128
ug/ml. Para as 26 cepas da industria B, as CIMs estiveram entre 64 e >256 ug/ml,
todas resistentes, com maior numero de isolados para CIM de 96 ug/ml.
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Grafico 2. Distribuicdo dos resultados da CIM (ug/ml) de sulfametoxazol para
amostras de Salmonella isoladas na industria A (SP) e na industria B (MS).
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Os resultados das CIMs obtidas para o sulfametoxazol (grafico 2),
demonstram que nove dos 28 isolados analisados da industria A, foram
considerados sensiveis com CIMs < 64 pg/ml, enquanto que para o restante das
amostras (19 cepas) a CIM foi maior que a maxima CIM analisada (>1024 pg/ml).
Todos os isolados da industria B (26 cepas) também apresentaram CIM >1024ug/ml,

portanto, todos resistentes.
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Grafico 3. Distribuicdo dos resultados da CIM (ug/ml) de amoxacilina para amostras
de Salmonella isoladas na industria A (SP) e na industria B (MS).

Para a analise da CIM frente ao antibiético amoxacilina (grafico 3), os isolados
da industria A (21 cepas) apresentaram CIMs entre 0,75 pg/ml e >256 pg/mi,
definindo oito deles como sensiveis (CIMs de 0,75 e 1,0 pg/ml), um como
intermediario (CIM de 16 ug/ml) e 12 como resistentes (CIM >256 pg/ml). Das nove
amostras da industria B, cinco foram consideradas sensiveis (CIMs de 0,75 e 1,0
ug/ml) e quatro resistentes (>256 pg/ml).

Os dados apresentados pelos graficos 1, 2 e 3, chamam a atencédo pelo
elevado numero de cepas que apresentaram CIM acima da concentragcdo maxima de
cada antibiético (>256ug/ml para amoxacilina e tetraciclina, e >1024ug/ml para
sulfametozaxol), o que indica que as propriedades primitivas desse microrganismo
podem ter sofrido alteracdo com o surgimento da resisténcia adquirida nessas
cepas.

De acordo com PALERMO NETO (2011) a resisténcia adquirida a um

determinado antibiético é aquela que surge em uma bactéria primitivamente sensivel
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a esse mesmo antibiético. Ou seja, refere-se ao aparecimento em um determinado
momento, de cepas de uma espécie bacteriana que ndo mais sofrem a acao de
medicamentos que se mostraram efetivos contra a populacdo original dessa
bactéria.

Estes resultados enfatizam a necessidade do uso mais criterioso de
antibiéticos na producdo animal, baseado em testes prévios para avaliacdo da
resisténcia, e na determinagdo de doses adequadas a serem aplicadas, através de
analise da concentracao inibitéria minima, evitando assim o surgimento de cepas
com resisténcia adquirida a outros antibiéticos, principalmente aos de uso comum na
medicina humana. Para isso, se faz necessario um esforco continuo, colaboragcao
entre varios profissionais, de maneira especial, os profissionais das areas de saude
e agropecuaria, que devem atuar também na conscientizacdo da populagdo como

um todo.

4.3 Relacao filogenética entre os isolados

Para a ribotipagem automatizada, o DNA de cada cepa foi submetido a
digestdo com a enzima de restricdo Pwvull. Esta enzima foi selecionada por
apresentar bons resultados para caracterizacdo de Salmonella. Um estudo
desenvolvido por BAILEY et al. (2002) utilizando isolados de Salmonella
provenientes de aves resultou em uma taxa de identificacdo no RiboPrinter® maior
que 80% quando utilizada a enzima de restricao Pwvull. A Salmonella também pbode
ser bem caracterizada por ribotipagem automatizada em trabalho desenvolvido por
DE CESARE et al. (2001), no qual a enzima Pwull proporcionou melhor
discriminagdo quando se estudou S. Enteritidis e S. Typhimurium.

Uma pesquisa desenvolvida por DE CESARE e MANFREDA (2002)
utilizando o Riboprinter® para caracterizacdo de bactérias do género Salmonella,
demonstrou ser a técnica de ribotipagem automatizada uma ferramenta Util para
trabalhar com a identificacdo de fontes e vias de transmissdo de bactérias

patogénicas relacionadas com alimentos, ou seja, para compreensdao da
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epidemiologia destes patdgenos.

Das 96 amostras ribotipadas neste estudo, 63 foram identificadas, enquanto
que para as 33 amostras restantes nao foi possivel obter a identificacdo do sorovar e
seus respectivos ribogrupos.

As 33 amostras ndo identificadas pelo aparelho apresentaram restricdo de
DNA, porém nao obtiveram caracterizacao de sorovar, pois ficaram abaixo do limiar
de identificacdo de género, espécie e sorovar que é de 87%, nao sendo
reconhecidas pela biblioteca do aparelho.

O RiboPrinter® identifica género, espécie e sorovar dos microrganismos
quando a similaridade do perfil de restricdo obtido é igual ou superior a 87% de
similaridade com os perfis existentes na livraria/biblioteca do aparelho. Quando esse
percentual ndo chega a 87% a comparacao e identificacdo manual pode ser feita, ou
seja, o aparelho indica o microrganismo mais préximo existente na livraria € o
identifica. Baseado nestes critérios, a técnica de ribotipagem automatizada
reconheceu 0s seguintes sorovares dentre as 63 amostras identificadas: 21 cepas
de S. Minnesota (33,34%), 14 S. Infantis (22,22%), 3 S. Grumpensis (4,76%), 2
cepas para os sorotipos S. Agona, S. Typhimurium, S. Heidelberg, S. Jangwani, S.
Schwarzengrund, S. Newport e Pvu Group Il (3,17% cada) e 1 cepa para 0s
sorotipos S. Rubislaw, S. Poona, S. Sya, S. Javiana, S. Chicago, S. Paratyphi B, S.
Livingstone, S. Derby, S. Kottbus, S. Saintpaul e Pvu Group Il (1,59%).

Sabendo que foram encaminhados para tipagem molecular apenas aqueles
isolados identificados sorologicamente como Minnesota, Infantis, Schwarzengrund e
Newport, observa-se que a ribotipagem permitiu a identificacdo de um maior numero
de sorovares de Salmonella comparado a identificacdo pelo método de
sorotipificagdo realizado pela FIOCRUZ. Estes resultados indicam que a ribotipagem
apresentou maior poder discriminatério que a tipagem soroldgica de isolados de
Salmonella, o que ja era esperado, uma vez que a identificacdo se da em nivel
genético. BAILEY et al. (2002) encontraram 80% de concordancia entre os
resultados do RiboPrinter® e da analise soroldgica quando analisaram 259 isolados
de Salmonella.

A sorotipagem é descrita por ser um método trabalhoso, demorado e de baixo

poder discriminatério, e que requer um numero amplo de reagentes especializados,
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que nao estdo prontamente disponiveis. Além disto, a expressdo de antigenos de
superficie na célula é influenciada por condigdes ambientais, 0 que pode limitar a
reprodutibilidade da sorotipagem de resultados entre laboratérios (DECESARE e
MANFREDA, 2002). Métodos sorolégicos tradicionais ainda requerem uma
habilidosa equipe para realizar o protocolo e interpretar os resultados da
aglutinacdao, o qual pode ser muito subjetivo. Ja o sistema Riboprinter® analisa
fragmentos genbmicos gerados pela restricio dos operons rRNA, altamente
conservados e presentes em varias copias no cromossomo bacteriano, permitindo
que a técnica seja aplicada com sucesso para diferenciar cepas bacterianas
(GRIMONT e GRIMONT, 1986). As regides mais conservadas dos operons permitem
a identificacao da bactéria em nivel de género e espécie, enquanto que as regides
variaveis permitem a discriminagao entre cepas (BRUCE, 1996).

Dentre os diferentes sorovares identificados pela técnica de ribotipagem,
foram utilizados neste estudo, para analise de similaridade, apenas aqueles isolados
pertencentes aos sorovares Minnesota, Infantis, Schwarzengrund e Newport. Desta
forma, ao todo foram analisadas 39 cepas ribotipadas, as quais foram distribuidas
nos ribogrupos apresentados na tabela 8.

Tabela 8. Ribogrupos das 39 cepas de Salmonella dos sorovares Minnesota,
Infantis, Schwarzengrund e Newport isoladas na industria A (SP) e na industria B
(MS).

CEPAS'
SOROVAR RIBOGRUPO industria A indGstria B TOTAL
Minnesota 208-S-8 1251121 7076 77 81 83 87 11
338-S-1 - 7879 89 3
339-S-7 4 - 1
345-S-2 13 74 88 3
345-S-8 22 82 2
346-S-6 15 - 1
Infantis 206-S-4 44 - 1
337-S-2 232527 36 37 4247 48 - 8
338-S-6 26 - 1
340-S-2 24 - 1
340-S-4 31 - 1
345-S-3 30 - 1
347-S-6 29 - 1
Schwarzengrund 208-S-4 55 61 - 2
Newport 204-S-7 64 65 - 2

TOTAL 39
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'Consultar tabela 3 para identificacdo da origem dos isolados.

Entre as 21 amostras classificadas como sorovar Minnesota foram
identificados seis ribotipos, sendo o ribogrupo 208-S-8 o mais prevalente com 11
identificagbes (52,38%). Dentre os 14 isolados do sorovar Infantis, houve sete
ribogrupos diferentes, entretanto o ribogrupo 337-S-2 foi o mais prevalente com oito
identificacbes (57,14%). Todas as amostras dos sorovares Schwarzengrund e
Newport apresentaram o mesmo ribogrupo, 208-S-4 e 204-S-7, respectivamente,
com 2 identificacbes cada (100%) (tabela 8).

O RiboPrinter® identifica o ribogrupo dos microrganismos quando a
similaridade obtida pelo perfil de restricdo é igual ou superior a 93% com os perfis
existentes na biblioteca do aparelho. Assim, todos os isolados que apresentaram
coeficientes de similaridade iguais ou maiores que 0,93 (93%) foram classificados
como do mesmo ribogrupo, sendo estas amostras consideradas clones.

A alta prevaléncia do ribogrupo 208-S-8 do sorovar S. Minnesota, identificado
tanto em amostras da industria A (SP) como da industria B (MS), caracteriza uma
disseminagao clonal deste sorovar, uma vez que foi encontrado em amostras
coletadas em diferentes pontos dentro da cadeia produtiva industrial avicola e em
regides distintas. Este resultado demonstra que perfis de restricdo idénticos podem
ser encontrados, mesmo em se tratando de cepas sem relacdo geogréfica ou outra
relacao epidemiolégica conhecida.

O ribogrupo 208-S-8 incluiu cepas isoladas em amostras de suabe de arrasto
e propé oriundas do aviario até cortes carneos e carcacas refrigeradas provenientes
do ambiente de abate. Estes resultados indicam que aves positivas na granja podem
contribuir para um produto final contaminado, o que demonstra que medidas de
controle no campo, se eficientes na reducdo da presenca deste patdbgeno no
conteudo intestinal da ave, conseqlentemente também auxiliam na diminuicdo do
mesmo durante as etapas de abate o que reduz o risco de transmissdo ao homem
via alimento. A classificacdo dentro deste mesmo grupo clonal de S. Minnesota
isolada de propé pés-higienizacdo do aviario (cepa 76, tabela 8) sugere a
negligéncia as normas de biosseguridade, o que contribui para a manutencdo do
microrganismo no ambiente de criacdo. REITER et al. (2007) encontraram

associagdes significativas entre o nivel de contaminacdo de frangos de corte e a
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higiene do aviério, ragdo, agua, animais e materiais amostrados no ambiente.

Todas as cepas pertencentes ao sorovar Minnesota ribogrupo 338-S-1 foram
isoladas na industria B nas dependéncias do ambiente de abate. A presenca restrita
destes isolados na industria sugere possiveis falhas no processo de limpeza,
propiciando o desenvolvimento deste microrganismo e aumentando o risco de
contaminacdo devido a sua permanéncia ap6s a higienizacdo. De acordo com
JOSEPH, OTTA e KARUNASAGAR (2001) a Salmonella tem sido recuperada a
partir de uma variedade de superficies de contato com alimentos e equipamentos no
abatedouro, devido a capacidade deste patdégeno aderir as superficies no ambiente
de processamento de alimentos e formar biofilme.

Para os demais ribotipos classificados dentro do sorovar Minnesota, o baixo
namero de amostras ndo permitiu tracar de maneira precisa o perfil de disseminagao
dentro da cadeia produtiva do frango de corte, por se tratarem de casos isolados.

O ribogrupo 337-S-2, mais prevalente dentre os ribogrupos encontrados para
o sorovar Infantis, agrupou amostras isoladas tanto do aviario, provenientes de
suabe, propé e suabe de arrasto, como do abatedouro, com isolados oriundos de
cortes carneos, carne mecanicamente separada e de agua de resfriamento das
carcacas. Este resultado caracteriza a disseminacdo clonal desse ribogrupo na
cadeia produtiva, o qual foi identificado apenas na industria A.

S. Infantis esta entre os sorovares mais envolvidos em casos de salmonelose
humana no Brasil, sendo reconhecida por seu potencial patogénico, caracterizado
por um quadro gastroentérico, podendo determinar infeccdo septicémica nos
animais jovens e homem, principalmente em casos de infec¢cées graves em criangas
(FONSECA et al., 2006, LOUREIRO et al., 2010)

O baixo numero de cepas pertencentes aos ribogrupos encontrados para os
sorovares Schwarzengrund e Newport ndo permite fazer uma anélise mais detalhada
sobre sua disseminacao.

Um grande numero de cepas agrupadas em um mesmo ribogrupo indica que
sao de alta freqliéncia em um habitat, enquanto que a ocorréncia de uma Unica cepa
formando um ribotipo representa que a cepa é esporadica no ambiente. Os isolados
classificados em um mesmo ribotipo, quando identificados apenas em um sistema

especifico, ou seja, na granja ou na industria, como aqui observado para amostras
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do sorovar Newport ribogrupo 204-S-7 e para sorovar Minnesota ribotipo 338-S-1,
ambos isolados apenas no ambiente de abate, podem ser considerados enddgenos.
Por outro lado, as cepas agrupadas em um mesmo ribogrupo provenientes de
diferentes fontes podem ser mais facilmente disseminadas (DECESARE e
MANFREDA, 2002). No entanto, neste trabalho n&do ha como comprovar essa teoria,
visto que foram analisadas um nuamero restrito de amostras pela ribotipagem.

A identificacdo de um Unico ribotipo, associado a uma ou mais fontes de
isolamento, e a possibilidade de distinguir cepas clonais, pode ser essencial para
entender a origem e as vias de transmissao de muitas bactérias patogénicas e pode
ser usada em modelos de avaliagdo de risco (DECESARE e MANFREDA, 2002).
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5 CONCLUSOES

Salmonella foi isolada nos mais variados pontos dentro da cadeia produtiva
do frango de corte, abrangendo desde o ambiente de criagdo até o abate, incluindo
também a fabrica de racdo. Estes dados reforcam a importancia de um
monitoramento rigoroso que permita subsidiar acdes que promovam o controle
adequado deste patdgeno desde a granja até as etapas de abate e garantam a
saude do consumidor.

Os maiores percentuais de resisténcia foram obtidos para antibidticos das
classes das sulfonamidas, seguido pelo das tetraciclinas e beta lactamicos
benzilpenicilamicos, os quais tiveram seu uso banido no Brasil como promotores de
crescimento. Esses resultados podem ser indicativos do uso nédo controlado ou néo
assistido desses antimicrobianos na avicultura, levando a selecdo de cepas
resistentes, o que dificulta o seu controle.

A ocorréncia de isolados de S. Minnesota que exibiram perfis de multi
resisténcia (= 3 antibiticos) alertam para a necessidade de implantacdo de
monitoramento sistematico da resposta aos antimicrobianos em bactérias
zoondticas transmitidas pelos alimentos.

A técnica de ribotipagem automatizada permitiu a identificacédo de dois grupos
clonais mais prevalentes, pertencentes ao ribotipo 208-S-8 de S. Minnesota e
ribotipo 337-S-2 de S. Infantis, os quais agruparam isolados coletados desde
amostras do ambiente de criacdo até o abatedouro. Estes resultados indicam que
aves positivas na granja contribuem para a contaminacdo do produto final, o que
demonstra que medidas de controle no campo, se eficientes na redugdo da
presenca deste patdégeno no conteudo intestinal da ave, consequientemente também
auxiliam na diminuicdo do mesmo durante as etapas de abate o que reduz o risco de
transmissdo ao homem via alimento.

O estudo da ligacdo epidemioldgica existente entre as cepas de Salmonella
permite que se determine, com precisdo, os locais onde uma cepa aparece ou
desaparece, identificando a etapa da cadeia de producéo industrial do frango de

corte que contribui para a contaminacéo do produto final.
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