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RESUMO

O Brasil € o0 pais que mais exporta carne de frango no mundo, além de possuir grande importancia
no quesito producdo, ocupando a terceira posicdo no ranking mundial. Embora o pais possua
tamanha importancia na avicultura e apresente legislacdes para 0 monitoramento de patogenos,
como a Salmonella spp., o controle desses microrganismos no setor aviario ainda apresenta falhas.
Devido a contaminacdo por Salmonella spp. em produtos de origem animal apresentar risco de
salde a populacéo, o objetivo desse trabalho foi identificar o grau de ocorréncia dessas bactérias
nas carnes de frango comercializadas no Distrito Federal, uma vez que esse patdgeno é um dos
mais envolvidos em surtos de origem alimentar em todo o mundo. Além disso, foi avaliado o perfil
de susceptibilidade antimicrobiana das cepas isoladas, e buscou-se 0s genes de resisténcia blaCTX,
sul2 e tetB nessas cepas. Foram coletadas 115 amostras de carne de frango resfriadas em
supermercados, e 0 isolamento das cepas de Salmonella spp. foi realizado por método
convencional de microbiologia. Posteriormente, a confirmagéo das cepas de Salmonella spp. foi
realizada por meio da deteccdo do gene de viruléncia invA pela técnica da PCR. A avaliacdo do
perfil de susceptibilidade antimicrobiana das cepas de Salmonella spp. foi realizada por meio da
técnica de disco-difusdo de Kirby-Bauer, e 0s genes de resisténcia blaCTX, sul2 e tetB foram
pesquisados em todos os isolados. O total de 46,1% das amostras de carne de frango (53/115)
apresentou contaminagdo por Salmonella spp., geneticamente confirmada pela deteccéo do gene
invA. As 78 cepas de Salmonella spp. isoladas das 53 amostras de carne de frango apresentaram
maior resisténcia a amoxilicina/acido clavulanico (83,3%), seguido da sulfonamida (64,1%) e a
tetraciclina (46,2%), sendo que 53,8% dos isolados foram multirresistentes (MDR). Os genes de
resisténcia foram pesquisados nas 78 cepas de Salmonella isoladas das amostras de carne de
frango, ou seja, buscou-se 0s genes de resisténcia tanto em cepas fenotipicamente resistentes,
guanto em cepas sensiveis e com sensibilidade intermediaria. O gene sul2, que confere resisténcia
a sulfonamida, foi encontrado em 53 cepas (68,0%), o gene blaCTX, que confere resisténcia aos
beta-lactdmicos, foi identificado em 39 cepas (50,0%), e 0 gene tetB, que confere resisténcia a
tetraciclina, foi identificado em 29 cepas (37,2%). Os resultados deste estudo mostraram uma
elevada ocorréncia de contaminagdo por Salmonella spp. nas carnes de frango comercializadas no
Distrito Federal. Esses resultados sdo preocupantes, uma vez que a presenca dessas bacterias
nesses produtos apresenta risco a saude dos consumidores, e ainda existe a possibilidade de
disseminacdo de resisténcia aos antimicrobianos aos seres humanos, limitando as opgbes dos

farmacos utilizados no combate as infec¢Bes bacterianas.
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ABSTRACT

Brazil is the largest exporter of chicken meat in the world, and has great importance in terms of
production, occupying the third position in the world ranking. Although the country has such
importance in poultry farming and has legislation for the monitoring of pathogens such as
Salmonella spp., the control of these microorganisms in the poultry sector still has flaws. Due to
contamination by Salmonella spp. in products of animal origin poses a health risk to the
population, the aim of this study was to identify the degree of occurrence of Salmonella spp. in
chicken meat sold in the Federal District, since this bacterium is one of the most involved in
foodborne outbreaks worldwide. In addition, the antimicrobial susceptibility profile of the isolated
strains was evaluated, and the blaCTX, sul2 and tetB resistance genes were searched for in these
strains. Thus, 115 samples of chilled chicken meat were collected in supermarkets, and the
isolation of Salmonella spp. was performed using the conventional method of microbiology.
Subsequently, confirmation of Salmonella spp. was achieved by detecting the invA gene by the
PCR technique. The evaluation of antimicrobial susceptibility profile of Salmonella spp. was
performed using the Kirby-Bauer disk diffusion technique, and the blaCTX, sul2, and tetB
resistance genes were screened in all isolates. A total of 46.1% of the chicken meat samples were
contaminated by Salmonella spp. which was genetically confirmed by detection of the invA gene.
The 78 strains of Salmonella spp. isolated from a total of 53 chicken meat samples showed
higher resistance to amoxycillin/clavulanic acid (83.3%), followed by sulfonamide (64.1%) and
tetracycline (46.2%), and 53.8% of the isolates were multidrug-resistant (MDR). The blaCTX,
sul2 and tetB resistance genes were investigated in 78 strains of Salmonella isolated from
chicken meat samples, that is, the resistance genes were searched for both phenotypically
resistant strains, as well as for sensitive and intermediately sensitive strains. The sul2 gene that
confers resistance to sulfonamide was found in 53 strains (68.0%), the blaCTX gene that confers
resistance to beta-lactams was identified in 39 strains (50.0%), and the tetB gene that confers
resistance to tetracycline was identified in 29 strains (37.2%). The results of this study showed
a high occurrence of contamination by Salmonella spp. in chicken meat sold in the Federal
District. These results are worrying, since the presence of these bacteria in these products poses
a risk to the health of consumers, and there is still the possibility of spreading antimicrobial

resistance to humans, limiting the choice of drugs used to combat bacterial infections.

Keywords: Salmonella; poultry meat; foodborne illnesses; microbial drug resistance;

virulence gene invA; antimicrobial resistance genes.
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1 INTRODUCAO

1.1 MERCADO BRASILEIRO DA CARNE DE FRANGO

O Brasil ocupa, desde 2004, a posi¢do de maior exportador de carne de frango no mundo
(USDA, 2021). No ano de 2020, o Brasil exportou 4,2 milhdes de toneladas de carne de frango.
Neste mesmo ano, 13,845 milhdes de toneladas de carne de frango foram produzidas, sendo que
69,0% da producéo foi destinada ao mercado interno e 31,0% ao mercado externo. O Brasil fechou
0 ano de 2020 em terceiro lugar no ranking dos paises que mais produzem carne de frango no
mundo (ABPA, 2021).

A carne de frango € a proteina animal mais consumida pela populacéao brasileira desde o
ano de 2007, e o consumo desse produto vem crescendo a cada ano, alcangando a marca de 45,27
kg/habitante/ano em 2020 (ABPA, 2021). Além disso, também no Gltimo ano, a carne de frango
foi a proteina animal mais consumida em todo o mundo, ultrapassando pela primeira vez na
historia o consumo mundial da carne de porco, devido a crise vivida na China em decorréncia da
Peste Suina Africana, uma doenga viral altamente contagiosa, sem cura ou tratamento, que atingiu
o rebanho suino no pais asiatico. Estimativas apontam que a China, pais responsavel por quase
50% da producéo de carne de porco no mundo, vai demorar para se estabilizar, e a carne de frango
vai se tornar oficialmente a proteina animal mais consumida em todo o mundo (IPC, 2019; USDA,
2021).

O valor acessivel da carne de frango somado a praticidade de preparo, garante o amplo
consumo do produto no mercado interno. J& em relacdo ao mercado externo, 0s avangos
tecnolégicos da producédo avicola, a sanidade animal e a competitividade de custo, colocam o
Brasil como lider em exportacdo. De acordo com Filho et al. (2011), o Brasil se manteve livre de
doencas aviarias que acometeram o mundo no inicio do século XXI, possibilitando o ganho de
mercados externos exigentes em qualidade sanitaria. Estima-se que mais de 150 paises importam
a carne de frango brasileira, equivalendo a mais de 70% dos paises de todo 0 mundo. Isso se deve
aos avancos ocorridos na genética das aves, qualidade e seguranca alimentar da carne brasileira,
melhorando a eficiéncia da producéo avicola no pais (EMBRAPA, 2021; FILHO et al., 2011).
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1.2 DOENCAS TRANSMITIDAS POR ALIMENTQOS (DTA)

Os avancos tecnoldgicos na avicultura brasileira permitiram grandes vantagens na cadeia
produtiva, como por exemplo o melhoramento genético dos frangos, responsavel por grande parte
dos resultados alcancados no Brasil, possibilitando o aumento da produtividade geral. Esses
avancos trouxeram vantagens como a reducdo da idade ao abate, aumento no peso de abate, no
rendimento da carcaca e de cortes nobres, além da diminuicdo de perdas (EMBRAPA, 2021;
FILHO et al., 2011).

Tal modernizagao permitiu que o pais se tornasse uma poténcia mundial nesse seguimento,
no entanto, o aumento da producdo, do consumo e da exportacdo da carne de frango traz
preocupac0es acerca da qualidade e seguranca alimentar. As DTA sdo causadas pela contaminagédo
de alimentos que pode ocorrer em qualquer fase da cadeia de producdo (WHO, 2021). Estima-se
que anualmente 1 a cada 10 pessoas no mundo adoecem ap0s ingerir alimentos contaminados e
420.000 pessoas morrem em decorréncia dessas doencas alimentares. Esse fato € ainda mais
prejudicial em criancas menores de 5 anos, faixa etaria responsavel por 40% dos casos notificados
de DTA (WHO, 2020b).

A Salmonella spp. é uma das bactérias que mais causam surtos alimentares em todo o
mundo. Classificada também, como um dos principais patdgenos identificados em carnes de
frango, que, por sua vez, é um dos alimentos que mais estdo relacionados com DTA. Os alimentos
crus de origem animal sdo os mais provaveis de serem contaminados com Salmonella spp.,
especialmente a carne de frango crua ou mal cozida. Desta forma, recomenda-se para a prevencao
da salmonelose, a completa coccdo da carne de frango (CDC, 2020b).

No Brasil, a Salmonella spp. é o segundo agente etioldgico mais identificado nos surtos de
DTA notificados, e as carnes de aves também representam um dos maiores reservatorios de
Salmonella spp. (MINISTERIO DA SAUDE, 2019). A Unido Europeia, bloco de paises com um
dos maiores indices de exportacao da carne de frango do mundo, tem a Salmonella como a segunda
zoonose mais comumente relatada, e o principal agente etiologico envolvido em surtos alimentares
(EFSA/ECDC, 2021a).

A série histdrica de surtos de DTA no Brasil, apresentada pelo Ministério da Saude, relatou
a Salmonella spp. como o principal microrganismo identificado durante o periodo de 2007 a 2015,
sendo que em 2007, Salmonella spp. respondia por quase 50% dos casos de DTA, e em 2015, esse
namero correspondia a 15,81%. De 2016 a 2019, os dados apresentam Escherichia coli como o
agente etiologico mais predominante em surtos de DTA, e Salmonella spp. o segundo
(MINISTERIO DA SAUDE, 2020a, 2020b).



20

Apesar da queda significativa de casos notificados, estima-se que 60 a 80% dos casos de
salmonelose ndo séo reconhecidos como surto ou diagnosticados como tal, devido a existéncia de
casos assintomaticos e oligossintomaticos, e também devido a rapida recuperacéo dos acometidos,
ndo necessitando de atencdo hospitalar. Esses fatores acarretam em baixa notificacdo e dificuldade
na investigacdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2020a, 2020b).

1.3 REGULAMENTACOES BRASILEIRAS NO CONTROLE DE Salmonella spp. NA
PRODUCAO AVICOLA

No Brasil, o0 Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), instituiu a
Instrucdo Normativa n°® 20 de 2016, onde o artigo 1° da norma estabelece o controle e o
monitoramento de Salmonella spp. nos estabelecimentos avicolas comerciais de frangos e perus
de corte e nos estabelecimentos de abate de frango, galinhas, perus de corte e reproducao,
registrados no Servico de Inspecdo Federal (SIF), a fim de reduzir a prevaléncia de Salmonella
spp. na carne de frango e estabelecer um nivel adequado de prote¢do ao consumidor (BRASIL,
2016a).

Em 2017, no Brasil, a Policia Federal deflagrou a Operacdo Carne Fraca, por suspeita de
fraude na producéo e comercializagdo da carne brasileira, por meio da venda de carne adulterada
e vencida de grandes empresas do ramo da avicultura. Em decorréncia desse fato, em 29 de mar¢o
de 2017, por meio do decreto 9.013, foi publicado o novo Regulamento da Inspecdo Industrial e
Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA), ha 65 anos sem atualizacdo (BRASIL, 2017).
O decreto 9.013 regulamenta a lei n° 1.283 de 18 de dezembro de 1950, a qual dispde sobre a
inspecdo industrial e sanitaria dos produtos de origem animal, estabelecendo a obrigatoriedade
prévia de fiscalizacdo de todos os produtos de origem animal (BRASIL, 1950).

A revisdo atual do RIISPOA contemplou a implantacdo de novas tecnologias,
padronizacdo de procedimentos técnicos e administrativos, maior harmonizagdo com a legislacédo
internacional, interagdo com outros érgaos publicos de fiscalizacao, ordenacéo didatica das normas
para facilitar a consulta e atualizacdo de terminologias ortografica e técnica, exigéncia de agdes
que visem o bem-estar animal. Algumas doencas que afetavam os animais no antigo RIISPOA
ndo estdo mais presentes, porém, cuidados com patdgenos infectocontagiosos, como a Salmonella,
que € um problema atual, foram incluidos na atualizagéo do RIISPOA (BRASIL, 2017).

A inovagédo do texto ainda defronta com situagOes de inseguranca alimentar, pois na
terceira fase da Operagdo Carne Fraca, deflagrada em 05 de mar¢o de 2018, houve a denuncia de

fabricas que fraudavam laudos sobre presenca da bactéria Salmonella na carne de frango para
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exportacdo. De acordo com as investigacOes, cinco laboratérios (sendo 3 credenciados junto ao
Ministério da Salude) fraudavam resultados das andlises feitas nos produtos e entregavam laudos
falsos ao Servico de Inspecéo Federal (VIANNA et al., 2018).

Ao final do ano de 2019, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) publicou a
Instrugdo Normativa n° 60, de 23 de dezembro de 2019, atualizando a lista de padrdes
microbiologicos para alimento, exigindo auséncia de Salmonella Enteritidis e Salmonella
Typhimurium em carnes de aves resfriadas ou congeladas (BRASIL, 2019b). A legislacdo vigente
da Unido Europeia é mais rigida e estabelece auséncia de Salmonella spp. em carnes de aves ap0s
0 processo de pré-resfriamento das carcagas na cadeia produtiva (UE, 2005).

A Anvisa considerou o Brasil como ndo economicamente ou tecnicamente viavel para
exigir medidas mais rigorosas, como a auséncia de todos os sorovares! de Salmonella nas aves,
pois as medidas necessarias para cumprir tal exigéncia ainda nao estdo totalmente implementadas
nos fornecedores de pintinhos e racfes dos animais, nos aviarios e nos abatedouros. Portanto, para
a realidade da produgdo brasileira, considerou-se vidvel o controle baseado nos sorovares
Enteritidis e Typhimurium, os quais estdo mais relacionados com doencas transmitidas por
alimentos (ANVISA, 2021b).

1.4 Salmonella spp. NA CADEIA DE PRODUCAO DA CARNE DE FRANGO

Existem fatores que resultam em maior ocorréncia, persisténcia e disseminacao de
Salmonella spp. e estdo relacionados com a crescente producédo de carne de frango, o aumento da
densidade animal nas granjas e o estresse das aves durante a criagcdo (EFSA, 2019). A complexa
epidemiologia da Salmonella spp. na cadeia da producéo de aves envolve a transmisséo vertical,
via ovo, desencadeando o nascimento de pintos infectados, e envolve também a transmissao
horizontal, com a contaminacdo das aves por meio do ambiente (BRASIL, 2011;
DENAGAMAGE et al., 2015; FORSYTHE, 2013; ICMSF, 2005).

Na transmiss&o vertical, algumas espécies de Salmonella possuem a capacidade de infectar
0s ovarios e 0s ovidutos das aves, desencadeando uma transmissdo trans ovariana, antes da
formacdo da casca do ovo. A contaminacdo vertical também pode ocorrer pela penetracdo de
Salmonella na casca do ovo no momento da postura, durante a passagem pela cloaca. Essas formas
de contaminacéo podem atingir a gema do ovo, infectando o embrido em desenvolvimento. Nesse

contexto, o principal meio de transmissdo de Salmonella ao ser humano se da a partir da ingestao

! Subdivisdo de uma espécie ou subespécie distinguivel de outras cepas com base na antigenicidade.
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de ovos, ou alimentos contendo ovos sem cocgdo, ou com cocgédo ineficiente (BRASIL, 2011;
FORSYTHE, 2013; ICMSF, 2005).

A transmissao horizontal da Salmonella spp. nas aves ocorre por meio do ambiente, agua
e racBes contaminados, ou durante o processo de abate (DENAGAMAGE et al., 2015; ICMSF,
2005). As ragdes contaminadas com Salmonella spp. sé&o importantes fontes de contaminacéo das
aves, e as farinhas de origem animal, como as farinhas de carnes e 0ssos tém se mostrado fontes
comuns de contaminacdo com Salmonella spp. A frequente ocorréncia de roedores e insetos nas
granjas constitui um fator facilitador para a disseminacdo de Salmonella. Isso ocorre devido ao
facil acesso que os roedores tém ao local das ra¢Bes, podendo assumir o papel de portadores
assintomaticos, e por meio de fezes, contaminar com Salmonella as ragdes que irdo servir de
alimento para as aves. Ja 0s insetos, podem entrar em contato direto com as fezes das aves e, assim,
passam a albergar diversas bacteérias, entre elas Salmonella (BRASIL, 2011; SMITH; PALUMBO,;
EDELSON, 1984).

Davies et al. (2001) investigaram por dois anos a eficacia da limpeza e desinfecgdo de duas
empresas integradas de frangos de corte da Inglaterra. Ambas as empresas usaram um regime de
desinfeccdo que incluiu a aplicacdo de um spray de desinfetante fendlico seguido de nebulizacdo
com solucdo de formaldeido. Ambas as empresas tiveram problemas persistentes e foram
detectadas Salmonella Binza e Salmonella Ohio em suas fabricas de ragdo. As incubadoras de
nascedouros de ambas as empresas também foram contaminadas de forma persistente com
Salmonella Livingstone e Salmonella Thomasville. E em ambas as empresas, Salmonella
Enteritidis e Salmonella Typhimurium também foram isoladas ocasionalmente de varios locais.
Os resultados deste estudo mostraram a diversidade de fontes de Salmonella em grandes empresas
avicolas. Para controlar a contaminacdo do ambiente com Salmonella de forma eficaz, o
monitoramento completo e procedimentos de prevencdo sdo essenciais, principalmente em
sistemas integrados.

No estudo experimental de Kallapura et al. (2014) foi sugerida também a ocorréncia de
transmisséo da Salmonella spp. em aves por via fecal-respiratoria. As evidéncias experimentais e
epidemioldgicas mostram que a infeccdo primaria de Salmonella nas aves ocorre pela via oral-
fecal. No entanto, a transmisséo de Salmonella por inalagdo de aerossol indica a possibilidade de
0 sistema respiratorio ser um potencial portal de entrada para Salmonella em aves.

A contaminacdo das aves com Salmonella pode ocorrer durante qualquer etapa do
processamento, sendo a evisceracao e o resfriamento as etapas mais criticas (PARK et al., 2015).
O processamento das aves compreende as etapas de insensibilizagdo, sangria, escaldagem,

depenagem, evisceracao, lavagem, pre-resfriamento e resfriamento. Alguns estudos isolaram
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Salmonella na agua da escaldagem, na depenagem e na evisceracdo (COLLA et al., 2012;
ROTHROCK et al., 2015; ZENG et al., 2021). Segundo Rivera-Pérez et al. (2014), o processo de
evisceracdo das aves representa um risco de contaminagdo cruzada ou recontaminacdo por
Salmonella spp. Durante o processo de evisceracdo do contetdo intestinal, pode ocorrer
contaminacdo da carne do frango, que acaba também contaminando a agua dos tanques de
resfriamento (MAHARJAN et al., 2019).

O método mais comum do pre-resfriamento é o chamado chiller, processo realizado para
obter o rebaixamento imediato da temperatura das aves, por sistema de imersdo em tanques de
agua com temperatura de saida de até no maximo 4°C (BRASIL, 1998). No estudo de Boni (2007),
10% da éagua do chiller estava contaminada por Salmonella. Colla et al. (2012) também
encontraram contaminacao por Salmonella na agua do chiller.

Yamatogi et al. (2016) avaliaram a prevaléncia de Salmonella spp. em 33 amostras de
carcagas de frango no estado de Sao Paulo. As avaliagdes se deram em 4 etapas da cadeia produtiva
da carne de frango: 1) pds sangramento, 2) p6s depenagem, 3) pds resfriamento, 4) durante a
simulacdo de temperatura no varejo, sendo nessa Ultima etapa, a carne armazenada a 5°C por 72
horas antes das analises. Salmonella foi encontrada em 100% (33/33) das amostras na primeira
etapa do processamento; 39% (13/33) das amostras na segunda etapa do processamento; 58%
(19/33) das amostras na terceira etapa do processamento; e 30% (10/33) das amostras na etapa de
simulacdo da temperatura no varejo. Esses resultados apontam falhas durante as etapas de
processamento, sugerindo contaminagdo cruzada entre as amostras.

A contaminagdo que ocorre durante o processo de abate, ou até mesmo 0 aumento da
prevaléncia de contaminacdo apds o processamento, ainda pode estar relacionada com a grande
quantidade de aves processadas e a capacidade da Salmonella spp. em aderir as superficies
(ICMSF, 2005; MELLOR et al., 2010). A presenca de Salmonella spp. na carne de frango sugere
falta de higiene no processamento de carne e contaminagdo cruzada entre maquinas e operarios
(MAHARJAN et al., 2019).

1.5 CARACTERISTICAS DO GENERO Salmonella spp. E OS PRINCIPAIS SOROVARES
ENVOLVIDOS EM DOENCAS

O termo Salmonella foi adotado em 1900, em homenagem a Daniel Salmon,
microbiologista responsavel pelo primeiro isolamento do microrganismo, em 1885, a partir do
intestino de suinos (ASSUMPCAO, 1945; SMITH; MOORE, 1894). Atualmente s&o conhecidos
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mais de 2600 sorovares de Salmonella, e a maioria deles séo capazes de causar doencas em seres
humanos (MAPA, 2021; WHO/FAO, 2002).

O género Samonella pertence a familia Enterobacteriaceae, possuindo as caracteristicas
dessa familia: o trato intestinal de seres humanos e animais como habitat natural, morfologia de
bastonetes (bacilos) gram-negativos, sdo anaerdbios facultativos, fermentadores de glicose com ou
sem producdo de gas e, geralmente sdo moveis por flagelos. Possuem em sua camada externa uma
grande quantidade de fimbrias, filamentos que auxiliam a adesdo da bactéria na superficie das
células do hospedeiro (Figura 1). Os microrganismos desse género nao sao formadores de esporos,
apresentam didmetro entre 0,7 a 1,5 um e comprimento de 2 a 5 um, crescem em temperaturas
entre 8 e 45°C e em pH de 4 a 8 (BRASIL, 2011; TRABULSI; ALTERTHUM, 2015).

Figura 1 - Representacao tridimensional (3D) do género Salmonella spp.

g

Fonte: (CDC, 2020a).

Com relacdo ao metabolismo, a maioria dos sorovares de Salmonella de interesse clinico
ndo fermentam lactose, no entanto, as cepas podem adquirir essa propriedade por meio de
transferéncia plasmidial. Possuem capacidade de utilizar citrato como Unica fonte de carboidrato,
sdo oxidase negativas e ndo produzem indol, ureia ou acetoina. Sao catalase positivas, produzem
sulfeto de hidrogénio (H2S) a partir da reducdo do enxofre (S) e apresentam capacidade de
descarboxilacdo da lisina e ornitina. Essas caracteristicas metabdlicas podem sofrer alteracdes em
funcdo do sorovar ou da subespécie (ANVISA, 2008; BRASIL, 2011; TRABULSI,
ALTERTHUM, 2015; WHO/FAOQ, 2002), e possuem relevancia para que seja possivel realizar a
identificacdo do género em meios de cultura.

A diferenciacdo dos sorovares é realizada por método soroldgico, identificando antigenos
especificos de superficie bacteriana, por meio do sistema de Kauffmann-White, publicado em
1934 (ASSUMPCAO, 1945). A sorotipagem ¢ baseada com base na imunorreatividade de duas
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estruturas da superficie celular da bactéria, os antigenos O e H. O antigeno O é especifico de um
carboidrato, componente mais externo da superficie celular; o antigeno H € a porgao filamentosa
do flagelo bacteriano, composto por proteina, e possui duas variaces, chamada de fase I
(monofasica), e de fase Il (bifasica). Cada antigeno O e H possui um cddigo exclusivo, sendo
possivel distinguir, por meio de teste de aglutinacdo, cada sorovar do género Salmonella (CDC,
2011).

A Salmonella é dividida atualmente em duas espécies: Salmonella enterica e Salmonella
bongori. A S. enterica, por sua vez, é subdividida em seis subespécies: enterica, salamae,
arizonae, diarizonae, houtenae e indica, possuindo, hoje, 2610 sorovares, ou seja, variedades
soroldgicas; a S. bongori possui 23 sorovares. A espécie enterica subespécie enterica é a de maior
importancia clinica, tanto em salde humana quanto animal, e abrange 0s sorovares Enteritidis e
Typhimurium, principais sorovares causadores de doencas em seres humanos, e 0 sorovar
Gallinarum, responsavel pelas doencas aviarias (MAPA, 2021).

Hofer et al. (1997), compararam a prevaléncia dos sorovares de Salmonella isolados em
carnes de aves no Brasil entre os anos 1962 a 1991, e como resultado, os sorovares mais frequentes
encontrados durante o periodo foram S. Gallinarum, S. Pullorum, S. Typhimurium, S. Heidelberg,
S. Enteritidis e S. Infantis, sendo que as duas primeiras ndo deixaram de existir durante os 30 anos
da observagdo. Mais recentemente, entre os anos 2000 a 2016, Monte et al. (2019), encontraram
com maior frequéncia os sorovares S. Heidelberg, S. Typhimurium, S. Infantis, S. Schwarzengrund
e S. Enteritidis em amostras provenientes da cadeia de producdo das aves brasileiras. De maneira
geral, 0s sorovares que mais causam prejuizos na avicultura sdo S. Pullorum e S. Gallinarum,
enquanto que S. Enteritidis e S. Typhimurium sdo os mais importantes sorovares causadores de
doengas de origem alimentar nos seres humanos (MAPA, 2021).

15.1 Salmonelose

Os sorovares Enteritidis e Typhimurium, integrantes de Salmonela enterica subespécie
enterica, sdo considerados 0s de maior importancia para a satde publica, podendo atingir tanto os
seres humanos quanto diversas espécies de animais. S80 0s principais responsaveis pelas
salmonelas zoondticas, as quais representam o maior indice de gastroenterites em seres humanos.
Além de estarem envolvidas com os maiores casos de surtos de origem alimentar, possuem
também indices significativos de morbidade e mortalidade em todo o mundo (ANTUNES et al.,
2016; BRASIL, 2011). Atualmente, no Brasil, S. Enteritidis vem apresentando queda no nimero

de casos de surtos de origem alimentar, enquanto S. Typhimurium teve um aumento significativo,
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sendo responsavel por 80% dos isolamentos de Salmonella em amostras de alimentos em 2018
(ANVISA, 2019).

A salmonelose ocorre pela contaminacgéo por Salmonella néo tifoide, ou seja, por todos os
sorovares da S. enterica, com excecdo dos sorovares Typhi e Paratyphi (hospedeiro-especificos
dos seres humanos). S. Enteditidis tornou-se estabelecida nas aves na década de 1960, e se tornou
um dos primeiros grandes alardes da seguranga alimentar na década de 1980 e, antes disso, S.
Typhimurium ja era estabelecida no meio aviario (BARROW et al., 2012; BAUMLER; HARGIS;
TSOLIS, 2000).

Varios outros sorovares também estdo envolvidos na Salmonella zoondtica, como a S.
Newport, que se tornou o0 segundo agente mais comumente encontrado em casos de salmonelose
nos Estados Unidos em 2016, e S. Infantis, a qual vem apresentando um aumento substancial ao
longo dos anos (CDC, 2018). S. Infantis também tem sido bastante notificada na Unido Europeia,
juntamente com uma variante monofasica da S. Typhimurium (EFSA/ECDC, 2021a). No Brasil,
S. Newport também ganhou importancia, pois se tornou o segundo agente mais isolado em
amostras humanas relacionadas a surtos alimentares. Outros sorovares muito prevalentes
atualmente séo S. Agona, S. Heidelberg e S. Infantis (ANVISA, 2019).

As aves, quando acometidas pelos sorovares S. Enteritidis e S. Typhimurium, adquirem
doencas conhecidas como paratifo aviario, responsavel por grandes perdas de produtividade nas
granjas, devido a réapida disseminacdo do microrganismo entre os animais e a alta mortalidade.
Ademais, as aves assintomaticas se tornam reservatorios desses agentes bacterianos, com potencial
de transferir aos seres humanos. Os sinais apresentados pelas aves, quando infectadas, séo
principalmente apatia, penas arrepiadas, asas caidas, amontoamento, diarreia, diminuicdo da
postura e cegueira (ZANINELLI et al., 2019).

Os seres humanos, quando infectados pelos sorovares relacionados com as salmonelas
zoondticas, adgquirem gastroenterite, um quadro infeccioso tipicamente caracterizado por uma
infeccdo autolimitada, que ocorre pela invasdo das bactérias da mucosa intestinal e a multiplicacéo
destas no local, com o periodo de incubacgdo entre 6 e 72 horas. De maneira geral, 0os sintomas
aparecem com uma febre moderada, acompanhada de nauseas, dor abdominal, célicas e diarreia
inflamatoria, com ou sem a presenca de sangue, e podem durar de 4 a 7 dias, sendo que, apos o
término dos sintomas, a Salmonella spp. ainda pode ser encontrada nas fezes por 4 a 5 semanas
(CDC, 2020d; TORTORA; FUNKE; CASE, 2017; TRABULSI; ALTERTHUM, 2015). Por se
tratar de uma infeccdo autolimitada, a antibioticoterapia, na maioria das vezes, ndo é indicada para

esses pacientes. Nesse caso, 0s cuidados séo baseados em reposicéo hidrica (CDC, 2019a).
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Ocasionalmente as salmonelas causadoras de gastroenterite conseguem atravessar a
mucosa intestinal e, dessa maneira, penetram no sistema linfatico e circulatério, alcancando a
disseminacdo sistémica. Algumas pessoas sdo mais propensas a desenvolver essa forma mais
severa da doenca, como o0s pacientes imunocomprometidos, pessoas subnutridas, idosos e criancas
e, embora incomum, as infec¢bes de maior gravidade acompanham desidratacdo e risco de 6bito,
desenvolvendo bacteremia ou outras infec¢Oes extra intestinais (ANTUNES et al., 2016; CDC,
2020d). Na Africa Subsaariana foi relatado que a variante monofasica da Salmonella
Typhimurium, causadora de infec¢des sistémicas em pacientes imunocomprometidos, apresentou
letalidade de 20 a 25% (FEASEY et al., 2012). Esses casos mais graves de salmonelose
representam um numero alto de hospitalizacdes e de ébitos, quando comparados a outras DTA
(ANTUNES et al., 2016).

Uma vez em que a Salmonella spp. alcanca uma disseminacao sistémica, ou em casos de
a bactéria atingir pacientes susceptiveis a desenvolver a doenga em maior gravidade, o tratamento
com antimicrobiano € requerido. A antibioticoterapia depende da sensibilidade das cepas aos
antimicrobianos disponiveis, sendo que, atualmente, o tratamento de primeira escolha é realizado
com fluorquinolonas para pacientes adultos e mulheres que ndo estejam gestantes, e para cepas
que ja apresentam resisténcia a essa classe, ou para tratar criangas, utiliza-se a azitromicina
(macrolideo). A ceftriaxona (cefalosporina de 32 geracdo) é um medicamento injetavel, utilizado
como alternativa (BRASIL, 2010; CDC, 2017, 2019a).

Os surtos alimentares de salmonelose geralmente se devem ao cozimento inadequado, a
recontaminacdo das produtos céarneos apds cozimento, ou por contaminacdo cruzada em
superficies ou utensilios, acarretando em transferéncia para os alimentos prontos para consumo,
aqueles que ndo passardo por cocgdo (ICMSF, 2005). No Brasil, a Salmonella representou 14,9%
dos surtos de DTA entre 2016 e 2019, e os locais de ocorréncia mais relacionados séo residéncias,
seguido de restaurantes e padarias (MINISTERIO DA SAUDE, 2019). A prevencdo depende de
boas praticas de manipulacdo, da refrigeracdo adequada dos alimentos e cozimento completo,
principalmente dos produtos de origem animal altamente relacionados com Salmonella spp.
(TORTORA,; FUNKE; CASE, 2017).

1.5.2 Febre tifoide e paratifoide
A espécie Salmonella enterica subespécie enterica também engloba os sorovares Typhi e

Paratyphi, causadores da febre tifoide e paratifoide, respectivamente. A febre tifoide, também

chamada de febre entérica, é classificada como uma doenca sistémica invasiva que afeta
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unicamente os seres humanos, sendo, portanto, disseminada por excregbes de outros seres
humanos. A febre paratifoide se assemelha a febre tifoide, embora menos agressiva, e € causada
por Salmonella Paratyphi A, Salmonella Paratyphi B e Salmonella Paratyphi C (TORTORA;
FUNKE; CASE, 2017; TRABULSI; ALTERTHUM, 2015).

A ocorréncia da doenca esté diretamente ligada as condi¢Bes de higiene e de saneamento,
relacionadas ao consumo de agua ou alimentos contaminados com fezes de seres humanos, ndo
sendo conhecido outro reservatorio, que ndo o homem (APPIAH et al., 2020; CDC, 2017). A partir
da ingestdo, a bactéria penetra a mucosa intestinal, invade os fagdcitos e os ganglios linfaticos, e,
apos o periodo de incubagdo, que pode variar de 7 a 21 dias, é disseminada por diversos 6rgaos,
principalmente o bago, figado e medula 6ssea. Inicialmente os sintomas s&o inespecificos, mas,
apés o periodo de incubacdo, ocorre febre alta, calafrios, delirios, ulceracdes,
hepatoesplenomegalia, dor abdominal difusa e lesBes eritematosas. Algumas complicacdes podem
acontecer, como enterorragia, perfuragdo intestinal e ulceracéo do célon (BRASIL, 2010).

Os sorovares Typhi e Paratyphi, causadores da febre entérica, sdo 0s mais virulentos do
género e possuem indice de letalidade ainda alto em paises onde 0 saneamento basico € deficiente
e que possuem baixo acesso a alimentos seguros. Estima-se que ocorram 215.000 &bitos
globalmente por ano, apresentando taxa de letalidade <1%, entretanto, em contextos de &reas mais
pobres, com grande concentracdo de populacéo refugiada ou quando ndo hé agua tratada, a taxa
de letalidade da doenca pode aumentar, variando de 10-30% (CDC, 2017). O problema é agravado
pois aproximadamente 10% dos pacientes recuperados da doenca se tornam portadores
assintomaticos, excretando S. Typhi nas fezes por até trés meses apds o tratamento, e desses, 2-
3% se tornam portadores cronicos, podendo excretar a bactéria por varios meses. Alguns
portadores crénicos continuam disseminando a S. Typhi por um periodo indefinido, requerendo
um tempo prologado de tratamento (BRASIL, 2010).

O bacilo responsavel pela doenca foi descoberto em 1880 (MARINELI et al., 2013), e
somente em 1948 a febre tifoide passou a ser uma doenca tratavel, quando foi introduzida a terapia
com o antimicrobiano cloranfenicol (WOODWARD et al., 1948). A época, outros
antimicrobianos também foram utilizados para tratamento da febre tifoide, como a ampicilina (B-
lactdmico), e a associacdo trimetoprima + sulfametoxazol (sulfonamida), entretanto, em
decorréncia da resisténcia adquirida aos antimicrobianos, relatada incialmente em meados de
1960, houve mudancas ao longo dos anos no protocolo de tratamento (SMITH, S. M,;
PALUMBO; EDELSON, 1984).

O protocolo de tratamento atual para febre tifoide é 0 mesmo utilizado para tratar pacientes

acometidos por Salmonella ndo tifoide (fluoroquinolonas, azitromicina ou ceftriaxona), no
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entanto, muitas cepas de Salmonella spp. j& vém apresentando elevada resisténcia a esses
antimicrobianos (DAHIYA et al., 2019; FRANCOIS WATKINS et al., 2020; KUANG et al.,
2018; VLIEGHE et al., 2012).

Existem também vacinas contra a S. Typhi, no entanto, elas ndo possuem alto poder
imunogénico e a imunidade adquirida é de curta duracdo. Portanto, a principal medida de controle
se da por meio do consumo de alimentos e &gua seguros e a lavagem frequente das méos. No
Brasil, a vacina € indicada apenas para militares que compdem o contingente brasileiro nas missdes
de paz, em regides com o elevado risco epidemioldgico para a ocorréncia da doenca (BRASIL,
2019c).

1.5.3 Tifo aviario e pulorose

A Salmonella Gallinarum e Salmonella Pullorum s&o consideradas biovares? pertencentes
a S. enterica subespécie enterica sorovar Gallinarum devido a grande semelhanca antigénica entre
elas. Ambas sdo hospedeiro-especificas das aves, e, por esse motivo, ndo sdo transmitidas aos seres
humanos. Entretanto, sdo responsaveis por grandes prejuizos na producédo aviaria, por meio da
disseminacdo das doencas conhecidas como tifo aviario e pulorose (CARDOSO; TESSARI,
2015).

A pulorose, causada pela S. Pullorum, é uma doenca sistémica de alta mortalidade,
relacionada também com a reducdo da producdo de ovos. Afeta principalmente as aves jovens, as
quais apresentam sinais e sintomas como tristeza, dificuldade de respirar, penas arrepiadas,
amontoamento, asas caidas, cabeca pesada, sonoléncia, inapeténcia, fezes esbranquigadas aderidas
ao redor da cloaca, crescimento retardado. As aves que se recuperam da doenca tornam-se
portadoras assintomaticas, eliminando esporadicamente o agente infeccioso pelas fezes, tornando
dificil de diagnosticar e facil de disseminar entre as aves do plantel (CARDOSO; TESSARI, 2015;
ZANINELLI et al., 2019).

O tifo aviério, causado pela S. Gallinarum, é mais frequentemente isolada em aves adultas,
e guando acomete aves jovens, pode ser confundida com a pulorose. Os sinais e sintomas mais
observados envolvem prostracéo, sonoléncia, inapeténcia, diarreia amarelo-esverdeada aderida as
penas e cloaca, queda da postura, dispneia, anemia grave, podendo levar ao 6bito. A taxa de
mortalidade é de até 80% do lote (CARDOSO; TESSARI, 2015; ZANINELLI et al., 2019).

2 Cepas bacterianas distinguiveis de outras cepas da mesma espécie com base em caracteres fisiologicos.



30

Ambas as doencas, descobertas ao final do século XIX, sdo mundialmente distribuidas, e,
apesar de estarem sob controle ou até mesmo serem consideradas erradicadas em muitos paises
desenvolvidos, ainda apresentam uma ameaca para as inddstrias dos paises em desenvolvimento,
como é o caso do Brasil (STELLA et al., 2021). Barrow & Freitas Neto (2011) consideram
improvavel essa dita erradicacdo, diante das varias espécies de aves selvagens que podem abrigar
esses sorovares, e relatam incompatibilidade nos dados oficiais, pois foram isolados esses
sorovares em gaiolas e em galinhas no Reino Unido, anos apds o pais se considerar livre do tifo
aviario e da pulorose.

Embora os biovares Gallinarum e Pullorum n&o causem doencas aos seres humanos, esses
adquirem resisténcia antimicrobiana da mesma maneira que 0s outros sorovares de Salmonella,
existindo, portanto, a preocupacao acerca da resisténcia cruzada entre outros sorovares causadores

de doencas aos seres humanos (SEO et al., 2019).

1.6 PATOGENIA E ESTRATEGIAS DE VIRULENCIA DA Salmonella spp.

Para que ocorra infec¢do por Salmonella, um individuo saudavel precisa ingerir em torno
de 10° unidades formadoras de col6nias da bactéria contida nos alimentos ou dgua contaminados.
Apos sobreviver ao pH estomacal, essas bactérias vao em dire¢do ao limen do intestino delgado,
encontram a mucosa intestinal e aderem ao epitélio por meio das fimbrias. Entdo, as bactérias
invadem a mucosa intestinal, por meio da destruicdo da camada epitelial mediada por metabdlitos
bacterianos, e pelo transporte através do epitélio intacto. Na mucosa intestinal, varios tipos de
células podem ser encontrados, como as células M e enterdcitos absortivos, que sao considerados
as principais portas de entrada para o patdgeno. Uma vez dentro do citoplasma das células
intestinais, formam-se os vacuolos, onde a Salmonella fica envolvida, sendo capaz de se
multiplicar. A interacdo do patdgeno com o epitélio intestinal resulta no aparecimento do quadro
clinico, caracterizado por diarreia, perda de eletrolitos e inflamacdo local do intestino. Além disso,
a liberacdo de pirogenos pelas células de defesa causa febre (CARNEIRO; COSTA, 2020; DOS
SANTOS; FERRARI; CONTE-JUNIOR, 2018; FINLAY, 1994).

A infeccdo causada por Salmonella enterica, na maioria dos casos, permanece localizada,
dando origem a uma gastroenterite. Entretanto, dependendo da viruléncia do sorovar envolvido, o
quadro pode se tornar generalizado. Algumas cepas de Salmonella mais invasivas conseguem
atravessar a camada epitelial do intestino mediante um processo chamado de transcitose, onde séo
transferidas de um polo a outro da célula por meio dos vactolos. Ao atravessar a camada epitelial

do intestino, elas alcangcam a camada submucosa, entrando em contato com 0s macrofagos e sao
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fagocitadas por eles (Figura 2). O patdgeno ativa alguns mecanismos de viruléncia que permitem
sua sobrevivéncia e replicagdo no interior dos macrofagos. A migracao dos macrofagos infectados
para 6rgaos como o baco e figado, facilita a disseminacéo das bactérias, levando a septicemia e
podendo causar a morte do hospedeiro (OLIVEIRA et al., 2013; TORTORA; FUNKE; CASE,
2017; TRABULSI; ALTERTHUM, 2015).

Figura 2 - Mecanismos de invasdo celular da Salmonella spp.
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Fonte: Autoria propria, (2021).

Durante todos esses estagios da infeccdo, bactérias do género Salmonella spp. utilizam
fatores de viruléncia especificos envolvidos no mecanismo de patogenicidade, os quais auxiliam
0 microrganismo a aderir e invadir as células do hospedeiro, além de inibir as suas defesas. Tais
mecanismos de patogenicidade séo codificados por genes de viruléncia, que podem fazer parte de
regibes especificas do cromossomo da bactéria, as chamadas llhas de Patogenicidade da
Salmonella (Salmonella Patogenicity Island - SPI), como também podem estar localizados em
elementos genéticos moveis, o0s plasmideos (OLIVEIRA et al., 2013; TRABULSI;
ALTERTHUM, 2015; VIEIRA, 2009).
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O mecanismo de viruléncia da Salmonella mais estudado é o de invasdo celular,
desencadeado pela presencga de genes cromossdmicos envolvidos em conferir essa habilidade. A
consolidacéo da invaséo da Salmonella spp. se da pela capacidade que a bactéria tem de penetrar
nas células epiteliais do hospedeiro, sendo esse mecanismo essencial na patogenicidade. Tal
mecanismo € modulado por genes localizados na ilha de patogenicidade SPI-1. Um dos
mecanismos da SPI-1 envolve os genes do operon inv (invasibility) que s&o considerados
essenciais no processo da invasao celular (OLIVEIRA et al., 2013; TRABULSI; ALTERTHUM,
2015; VIEIRA, 20009).

O operon inv é composto por sete genes: inVABCDEFG e desses, 0 gene invA (o primeiro
do operon) foi caracterizado em 1992. O estudo foi realizado em cultura de células e os autores
demonstraram que as bactérias Salmonella Typihimurium que carregavam uma mutagdo no gene
invA eram deficientes no processo de invasao celular. E quando o gene era novamente introduzido
na bactéria, por meio de um plasmideo que o carregava, a habilidade de invasdo celular era
restaurada. Dessa forma, os autores conseguiram comprovar que o gene invA é indispensavel para
a invasao celular e patogenicidade da bactéria (GALAN; GINOCCHIO; COSTEAS, 1992). Esses
achados tornaram o gene invA um alvo molecular muito utilizado na identificacdo da Salmonella

spp., e seu uso é recomendado pela Food and Drug Administration (FDA) (FDA, 2007).

1.7 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

O surgimento dos antimicrobianos revolucionou o tratamento das doencas infecciosas.
Entretanto, atualmente, a resisténcia aos antimicrobianos é uma das maiores ameacas globais a
saude que a humanidade enfrenta (WHO, 2020a). A resisténcia € definida quando as bactérias se
adaptam ao meio e desenvolvem habilidades para se defender contra as drogas que sdo destinadas
a elimina-las (CDC, 2019b).

O uso indiscriminado dos antimicrobianos resultaram na selecdo de patgenos resistentes
a esses medicamentos, levando ao surgimento de infecgdes dificeis de serem tratadas. Outro fator
preocupante diz respeito a rapida disseminacdo dessas cepas resistentes, especialmente as cepas
multirresistentes (resistentes a trés ou mais antimicrobianos). Esse fato gera um impacto
significativo na economia, pois além de obitos, o problema também envolve internacdes
hospitalares mais longas e necessidade de medicamentos mais caros (WHO, 2020a).

O uso dos antimicrobianos na producdo animal parece trazer beneficios diversos, como a
salde, o bem-estar animal e a reducdo de custos na producdo. Entretanto, a resisténcia

antibacteriana esta interligada com a seguranca alimentar, pois 0 uso desses medicamentos em
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animais de producédo destinados a alimentacdo desencadeou na selecdo de bactérias resistentes.
Essas bactérias resistentes carregam genes de resisténcia que se espalham, usualmente por meio
da alimentacdo, aos seres humanos (CARDINAL; PIRES; RIBEIRO, 2020; SALIM et al., 2018;
WHO, 2020a).

Varios dos antimicrobianos existentes foram e ainda estdo sendo utilizados na producéao
animal, ndo apenas com a finalidade de tratar de infec¢des, mas também na prevengdo do
desenvolvimento de doencas e como promotores de crescimento. Esse uso excessivo contribui
significantemente para agravar o problema da resisténcia aos antimicrobianos, que impacta nao
somente a regido geografica de utilizacdo dos medicamentos, mas também se dissipa para varias
regides do mundo, pois os alimentos s&o comercializados em escala global (WHO, 2011). Vale
ressaltar que os medicamentos utilizados na producdo animal, tanto para fins de promocao de
crescimento quanto para tratamento de infec¢fes deixam residuos nos animais, e no Brasil, a
Anvisa estabelece os limites maximos de residuos dos antimicrobianos usados em animais por
meio da IN n° 51, de 19 de dezembro de 2019 (BRASIL, 2019a).

Dado a importancia desse tema, a Organiza¢do Mundial da Saude sugeriu que o0 uso dos
antimicrobianos como promotores de crescimento que também possuam funcdo na terapia
humana, principalmente os de alta prioridade, sejam descontinuados, entretanto, a restricdo desses
medicamentos como funcéo de promotores de crescimento é controversa e variada. A Suécia foi
0 primeiro pais a banir o uso dos antimicrobianos, tal fato ocorreu em 1986; a Unido Europeia
impos a restricdo total do uso dos antimicrobianos como promotores de crescimento na producao
animal em 2006; nos Estados Unidos, desde 2017, também ndo é permitido o uso de
antimicrobianos como promotores de crescimento, entretanto, o uso profilatico e terapéutico
permanece legal. Outros paises que também restringiram o uso desses medicamentos sdo Canada,
México, Japdo, Hong Kong, China e india. Como alternativa ao uso dos antimicrobianos como
promotores de crescimento, diversos aditivos alimentares foram propostos nas dietas das aves
(CARDINAL; PIRES; RIBEIRO, 2020; SALIM et al., 2018; WHO, 2019).

Cardinal et al. (2020), avaliaram o panorama mundial do uso de promotores de crescimento
na produgdo de aves e porcos, e concluiram que, embora a tendéncia mundial seja banir o uso dos
antimicrobianos com essa finalidade, permitindo apenas o uso para o tratamento de doengas em
animais, essa realidade ndo é uma tarefa facil de ser resolvida, e encontra resisténcia por parte dos
produtores. Essa dificuldade se d& pelo fato de que ao banir o0 uso desses medicamentos para
finalidade de promocdo de crescimento, acarreta aumento imediato dos custos da produgdo ao

exigir a necessidade de novas estratégias para evitar queda da producéo.
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No Brasil ndo existe uma regulamentacgdo definitiva para banir o uso dos antimicrobianos
para a finalidade de promocéo de crescimento, embora existam regulamentagdes individuais e
parceladas ao longo do tempo para certos medicamentos. O primeiro antimicrobiano a ser banido
no Brasil foi o cloranfenicol e seu uso passou a ser proibido para qualquer finalidade veterinaria
em todos os animais em 2003 (BRASIL, 2003). Em 2009, os anfenicéis (grupo que representa os
medicamentos a base de cloranfenicol), as tetraciclinas, os beta-lactdmicos (benzilpenicilamicos e
cefalosporinas), as quinolonas e as sulfonamidas sistémicas passaram a ser de uso exclusivo em
produtos antimicrobianos de uso veterinario, sendo vedado a utilizacdo de tais classes
antibacterianas como aditivos e melhoradores de desempenho (BRASIL, 2009). A segunda
regulamentacéo deixa duvidas quanto ao uso do cloranfenicol, medicamento declarado banido
para qualquer finalidade veterinaria, deixando a entender que o medicamento ainda pode ser usado
em animais, desde que ndo seja como promotor de crescimento.

Outros medicamentos também foram proibidos no Brasil para uso como promotores de
crescimento na alimentacdo animal. No ano de 2012 foi proibido o uso da espiramicina e da
eritromicina, dois medicamentos pertencentes a classe dos macrolideos (BRASIL, 2012). A
colistina, antimicrobiano atualmente usado para combater bactérias multirresistentes, foi proibida
em 2016 (BRASIL, 2016b), entretanto, a instrugdo normativa a qual se refere essa proibicao, abriu
brecha para a utilizagdo do medicamento “quando da existéncia em estoque”, pelo prazo de dois
anos a partir da publicagdo. O Ministério Pablico solicitou a suspenséo do artigo que trata essa
liberacdo, questionando quanto ao conhecimento do volume em estogue remanescente nas
empresas e as implica¢des do uso do medicamento durante o prazo. O MAPA informou que nao
poderia mensurar tais implicacdes, e que atendeu os principios da razoabilidade e adaptacéo dos
setores, deixando entender, na visdo do Ministério Publico, que os interesses econémicos foram
sobrepostos aos interesses da saude publica (BRASIL, 2018).

Mais recentemente, no ano de 2020, a tilosina, lincomicina e tiamulina foram os ultimos
antimicrobianos a serem proibidos como melhoradores de desempenho no Brasil. Entretanto, a
instrucdo normativa a qual trata essa questdo, autorizou a fabricacdo exclusiva para exportacédo de
aditivos melhorares de desempenho que contenham esses antimicrobianos, deixando explicito,
mais uma vez, a sobreposi¢cdo da economia diante de um problema de saide que requer esforcos
mundiais (BRASIL, 2020). A regulamentacdo que trata dos limites maximos de residuos de
medicamentos em alimentos de origem animal, permite o quantitativo de residuos desses
medicamentos proibidos para promogéo de crescimento em aves em quantidades altas, variando
entre 50-2000 mcg/kg, exceto o cloranfenicol (classificado como limite ndo recomendado) e a

colistina que néo é citada no documento (BRASIL, 2019a).
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1.7.1 Mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos

A resisténcia antimicrobiana € conceituada como a habilidade de um microrganismo em
continuar a multiplicar-se ou em persistir, mesmo na presenca de niveis terapéuticos de
determinado agente antimicrobiano. Tal resisténcia ocorre de forma espontanea, sendo classificada
como natural ou intrinseca, e é uma resposta evolutiva a exposi¢cdo aos antimicrobianos, ou
também pode ocorrer por aquisicdo, classificada como induzida, e é resultante de alteracGes nos
mecanismos que eram normalmente ausentes nas bactérias (ABUSHAHEEN et al., 2020;
ANVISA, 2012; HOLMES et al., 2016).

Os mecanismos de resisténcia sdo definidos por estratégias desenvolvidas pelos
microrganismos para se defender das acdes dos antimicrobianos e o uso indiscriminado dos
antimicrobianos acelera esse processo. Esses mecanismos sdo desenvolvidos utilizando
informacdes fornecidas pelo seu DNA, sendo que na mutagédo natural ocorre inducdo de mutacao
do DNA cromossdmico da bactéria, e na mutacdo induzida ocorre introducdo de genes de
resisténcia pela aquisicdo de plasmideos ou transposons. Os genes de resisténcia, na maioria das
vezes, ocorrem em plasmideos extracromossomicos (fragmentos de DNA circulares e
autorreplicativos), gerando a possibilidade do compartilhamento do material genético entre
microrganismos. Os genes de resisténcia também podem fazer parte dos transposons, que sdo
segmentos de DNA que podem se mover de um local para outro do cromossomo, ou para outro
cromossomo e até para o plasmideo (CDC, 2020c; HOLMES et al., 2016; TORTORA; FUNKE;
CASE, 2017).

A resisténcia, quando mediada por mutacdo do DNA cromossdmico, geralmente atinge
somente um antimicrobiano. J& a resisténcia adquirida, comumente mediada por plasmideo, na
maioria das vezes é mdltipla, tornando a bactéria resistente a dois ou mais antimicrobianos. Nesse
caso, quando as bactérias adquirem varios genes de resisténcia, sdo conhecidas como bactérias
multirresistentes (TORTORA,; FUNKE; CASE, 2017; TRABULSI; ALTERTHUM, 2015).

O material genético pode ser transferido entre os microrganismos de maneira vertical,
quando 0s genes sdo passados para seus descendentes por meio da reproducédo, e de maneira
horizontal, quando os genes s&o passados lateralmente para outros microrganismos. As rotas que
0s genes podem ser transferidos lateralmente para outros microrganismos envolvem: a)
transformac&o, ocasido em que o material genético cromossoémico, livre no meio, é trocado entre
espécies; b) conjugacao, mediada por um plasmideo por meio do contato direto entre bactérias e
c) transdugdo, quando a transferéncia do material genético € realizada dentro de um virus que

infecta bactérias, denominado bacteriéfago. Devido a alta taxa de reproducgdo das bactérias, uma
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vez em que estas adquirem genes de resisténcia, um curto periodo de tempo é necessario para que
quase toda a populacdo passe a ser resistente ao antimicrobiano (TORTORA; FUNKE; CASE,
2017).

Os mecanismos em que as bactérias se tornam resistentes a medicamentos envolvem: a)
alteracdo da permeabilidade, mecanismo mais comum as bactérias gram-negativas, devido a
natureza complexa da parede celular. Os microrganismos restringem o acesso do medicamento,
alterando entradas ou limitando o numero delas; b) alteracdo do sitio de acdo, de forma que o
antimicrobiano ndo seja mais capaz de se ligar ao alvo para realizar a funcdo bactericida ou
bacteriostatica; ¢) bombas de efluxo, expulsando o antimicrobiano do meio intracelular para o
meio extracelular e d) mecanismo enzimatico, sendo a producgdo de B-lactamase 0 mais comum.
Nesse mecanismo, 0s microrganismos alteram ou destroem o0s antimicrobianos com enzimas
(Figura 3) (ANVISA, 2007a; CDC, 2020c; TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

Figura 3 - Mecanismos de resisténcia antimicrobiana
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Fonte: (ANVISA, 2007b).

1.7.2 Resisténcia antimicrobiana em Salmonella spp.

A Anvisa elaborou em 2012 um relatorio com os percentuais de resisténcia bacteriana em
cepas de Salmonella spp. isoladas de amostras de carne de frango congeladas e expostas ao
consumidor no Brasil, utilizando 23 farmacos representativos de diferentes classes de
antimicrobianos. Os resultados demonstraram que os antimicrobianos com maior percentual de

resisténcia a Salmonella spp. no cenario brasileiro foram: estreptomicina, sulfonamidas,
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florfenicol, ampicilina, &cido nalidixico, ceftiofur, aztreonam, enrofloxacina, cefoxitina, cefalotina
e tetraciclina (ANVISA, 2012). Holmes et al. (2016) descreveram que a reversibilidade da
resisténcia antimicrobiana apds retirada do medicamento para uso como promotor de crescimento
na producéo animal nédo é clara, evidenciando que a minimizacéo do surgimento de resisténcia aos
medicamentos é essencial.

Estudos mais recentes apontam que as cepas de Salmonella spp. isoladas de alimentos tém
apresentado elevada resisténcia aos antimicrobianos da classe dos B-lactdmicos (principalmente as
penicilinas e as cefalosporinas) e também as tetraciclinas, as sulfonamidas e as fluorquinolonas
(GIURIATTI et al., 2017; MAKA et al., 2015; VITAL; CABALLES; RIVERA, 2017; ZHU, Y.
etal., 2017; ZISHIRI; MKHIZE; MUKARATIRWA, 2016). Uma metandlise realizada no Brasil,
comparou o perfil de susceptibilidade entre cepas de Salmonella néo tifoide isoladas de carne de
frango e amostras humanas. Verificou-se que as cepas isoladas de amostras de carne de frango
apresentaram resisténcia bacteriana principalmente as sulfonamidas (44,3%), seguido do &cido
nalidixico (42,5%) e da tetraciclina (35,5%). E em cepas de Salmonella isoladas de seres humanos,
0 maior percentual de resisténcia também foi conferido as sulfonamida (46,4%), seguido da
tetraciclina (36,9%) e ampicilina (23,6%) (VOSS-RECH et al., 2017).

O mecanismo de resisténcia mais atribuido a classe dos B-lactamicos é enzimatico, e ocorre
por meio da agdo das enzimas B-lactamases. As B-lactamases modificam a estrutura no anel -
lactdmico, comum & essa classe de antimicrobiano, impedindo sua ligagdo as proteinas ligadoras
de penicilina, alvo onde os B-lactamicos ligam-se para interferir na sintese da parede bacteriana
(ANVISA, 2007a). As bactérias denominadas ESBL (Beta-lactamases de Espectro Estendido)
apresentam resisténcia tipicamente as penicilinas, cefalosporinas de 22 geracdo, e também aos
antimicrobianos de amplo espectro, como as cefalosporinas de 32 geragdo, além de inibirem o 4cido
clavulanico (RAWAT; NAIR, 2010).

Os genes blaTEM, blaSHV e blaCTX sdo os mais envolvidos com resisténcia aos -
lactamicos, sendo que o gene blaCTX tem sido frequentemente reportado nas pesquisas atuais de
bactérias que apresentam resisténcia a essa classe. As ESBL sdo tipicamente codificadas em
plasmideos, mas também podem ser integradas ao DNA cromossémico (DOI; IOVLEVA,
BONOMO, 2017). Além das ESBL, outro mecanismo de resisténcia aos p-lactamicos muito
relatado ocorre por meio da acdo da acdo da enzima AmpC. Essa B-lactamase, geralmente
codificada por plasmideo, além estar relacionada com resisténcia aos p-lactamicos ja
mencionados, também pode apresentar resisténcia aos carbapenens (RAWAT; NAIR, 2010).

As sulfonamidas sdo drogas bacteriostaticas que inibem competitivamente a enzima

diidropteroato-sintase (DHPS) na sintese do acido félico das bactérias, mecanismo essencial para
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a sintese de DNA e RNA das bactérias, impedindo, portanto, o desenvolvimento (SANCHEZ-
OSUNA et al., 2019). A resisténcia as sulfonamidas de ocorréncia clinica, em bactérias entéricas
gram-negativas ocorre por meio da codificacdo da proteina DHPS de baixa afinidade para
sulfonamidas, alterando, portanto, o sitio de acdo das sulfonamidas. Tal mecanismo € mediado
principalmente pelos genes sull e sul2, sendo que o primeiro € normalmente encontrado em
elementos genéticos moveis do tipo transposons e o segundo em plasmideos (SKOLD, 2000).
Maka et al. (2015) isolaram 84 cepas de Salmonella spp. resistentes as sulfonamidas em amostras
de alimentos na Pol6nia e o gene sul2 foi o mais prevalente em comparagdo com o gene sull,
estando presente em 42% das cepas. Zhu, Y. et al. (2017) também encontraram com maior
frequéncia o gene sul2 em isolados de Salmonella spp. de frangos de corte da China, em
comparagao com o0 gene sull.

O principal mecanismo de resisténcia as tetraciclinas ocorre por meio da aquisicdo de
proteinas denominadas Tet, sendo os genes tetA e tetB os mais frequentemente encontrados. Esses
genes estdo localizados em plasmideos e atuam na membrana das células por proteinas de efluxo,
provocando a saida quase que imediata dos medicamentos (ROBERTS, 1996). No estudo Vilela
et al. (2019) nas cepas estudadas de S. Dublin isoladas de carne de frango e em seres humanos no
Brasil, a resisténcia a tetraciclina foi associada a presenca de genes tetA e/ou tetB. J& no estudo de
Almeida et al. (2018), ao avaliarem 90 cepas de S. Typhimurium isoladas de amostras de alimentos
e de seres humanos no Brasil, 0 gene tetB prevaleceu dentre os demais genes estudados (tetA, tetC,
tetM e tetD).

Os antimicrobianos da classe das quinolonas sdo agentes bactericidas que atuam inibindo
a sintese do DNA por meio da inibigéo da enzima DNA-girase, ou por meio da inibicéo da enzima
topoisomerase 1V, essenciais no mecanismo de replicacdo do DNA bacteriano (ANVISA, 2007a).
O ciprofloxacino € o representante dessa classe que apresenta maior efetividade contra bactérias
gram-negativas. Os mecanismos de resisténcia a esses medicamentos envolvem alteracéo
cromossomica do DNA bacteriano, por meio da mutagdo dos genes que codificam os alvos
primarios e secundarios da substancia (genes gyrA e gyrB em DNA-girase e genes parC e parE
em topoisomerase 1V). As mutacdes mediadas por esses genes alteram a estrutura da proteina alvo,
e consequentemente, a afinidade de ligacdo das quinolonas as enzimas, gerando a resisténcia
bacteriana (REDGRAVE et al., 2014). Diversos estudos mostram resisténcia contra as quinolonas
mediadas por essas muta¢des, com uma frequéncia maior no gene gyrA, seguido do gene parC
(DAHIYA et al., 2017; DEEKSHIT et al., 2015; LIN et al., 2009; ZHU, D. et al., 2019). Embora

menos comum, também sdo descritos outros mecanismos de resisténcia as quinolonas, mediados
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por plasmideos, como a aquisi¢ao dos genes gnr (gnrA, gnrB, gnrS, gnrC, gndD), do gene aac(6’)-
Ib-cr, e também dos genes 0gqxAB e gepA (CUYPERS et al., 2018).

1.7.3 Implicacgdes de resisténcia na atualidade

Dentre os medicamentos que ainda apresentam eficécia para tratar doengas causadas por
Salmonella spp., a azitromicina € um deles. Entretanto, desde o ano de 2020, quando o mundo foi
acometido pela pandemia do novo coronavirus (COVID-19), uma nova preocupacao surgiu acerca
desse medicamento.

Azitromicina é um antimicrobiano da classe dos macrolideos que atua inibindo a sintese
proteica bacteriana, e, quando utilizada no tratamento da S. Typhi, a azitromicina ja se mostrou
mais eficaz quando comparada ao medicamento ofloxacino, da classe das fluoroquinolonas. Esse
estudo foi realizado no Vietnd, com a finalidade de comparar a eficacia de protocolos de tratamento
para tratar febre tifoide em criangas em adultos (PARRY et al., 2007). Embora sua indicagéo seja
no tratamento de doencas bacterianas, esse medicamento vem sendo utilizado de maneira
excessiva em pacientes acometidos pelo virus SARS-Cov2 (causador da COVID-19) com o intuito
de evitar infecgdes bacterianas oportunistas, as quais agravam o quadro dos pacientes acometidos,
e também como imunomodulador, por ja ter apresentado resultado satisfatério em infecgdes virais
no passado (GYSELINCK et al., 2021).

Posto que a azitromicina é um dos medicamentos de escolha para tratar casos de
Salmonella tifoide e ndo tifoide (principalmente em criancas), torna-se preocupante o fato de haver
uso indiscriminado desse antimicrobiano em diversos paises do mundo, ocasionando aumento da
resisténcia bacteriana a esse medicamento (AHMAD et al., 2021). Na Africa subsaariana, regi&o
de extrema pobreza, escassez de saneamento basico e transmissdo de doencas, a azitromicina é
utilizada em massa para diminuir a mortalidade infantil. Um estudo realizado nessa regido relatou
que o uso repetido desse medicamento em criancas em idade pré-escolar foi responsavel pela
propagacdo da resisténcia aos macrolideos, questionando os efeitos a longo prazo dessa
intervencdo (DOAN et al., 2020).

Diante do cenario do uso generalizado da azitromicina em meio a pandemia de COVID-
19, o0 aumento desenfreado da resisténcia dos microrganismos a esse medicamento tem se tornado
uma grande preocupacdo, uma vez que esse medicamento pode deixar de ser uma opcao de
tratamento de importantes infec¢Oes bacterianas (KOW; HASAN, 2020). Vale ressaltar que em
casos de cepas de Salmonella spp. resistentes a azitromicina, o Gnico tratamento remanescente €

realizado por carbapenens, como o imipenem e meropenem (AHMAD et al., 2021).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Determinar a prevaléncia de Salmonella spp. em amostras resfriadas de carnes de frango
comercializadas no Distrito Federal e avaliar a susceptibilidade antimicrobiana, com deteccéo de

genes de resisténcia nas cepas de Salmonella spp. isoladas dessas amostras.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a pesquisa de Salmonella spp. em amostras resfriadas de carnes de frango por
meio das analises microbioldgicas;

e Avaliar a presenca de Salmonella spp. por meio de estratégias de biologia molecular
(genotipagem) com a técnica de PCR para confirmagdo do gene de viruléncia invA nas
cepas isoladas suspeitas de serem Salmonella spp.;

e Realizar teste de susceptibilidade antimicrobiana nas cepas de Salmonella spp. isoladas,
com o metodo de disco-difusao;

e Detectar a resisténcia antimicrobiana por estratégias de biologia molecular pela
confirmacéo dos genes de resisténcia blaCTX, sul2 e tetB em todas as cepas de bactérias

Salmonella spp. isoladas.
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3 METODOLOGIA

3.1 COLETA DAS AMOSTRAS

No periodo de fevereiro de 2018 a margo de 2020, foram coletadas 115 amostras resfriadas
de diferentes cortes de carne de frango (coxa, sobrecoxa, peito, asa e coxinha da asa), escolhidas
por conveniéncia, em diferentes supermercados do Distrito Federal, nas regides do Guara,
Sudoeste, Gama, Taguatinga, Aguas Claras e Ceilandia. As amostras estavam expostas ao
consumo em balcdes resfriados dos estabelecimentos, embaladas em bandejas de isopor, e também
diretamente no balcdo do agougue, e, nesse caso, foram embaladas em saco plastico. Todas as
amostras estavam dentro do prazo de validade, e foram transportadas ao laboratorio de Controle
de Qualidade da Universidade de Brasilia (Faculdade de Ceilandia) sob refrigeracéo, em caixa de
isopor, no prazo méximo de 1 hora. As amostras foram mantidas sob refrigeracéo até o inicio das

analises, as quais ocorreram dentro do prazo maximo de 30 minutos.

3.2 MICROBIOLOGIA CONVENCIONAL

25 g de cada amostra foram inoculadas trés vezes em 225 mL de 4gua peptonada (Synth®)
0,1% (p/v) estéril, sob condi¢des de assepsia. O preparo foi homogeneizado e incubado a 37°C por
18-24 horas. Aliquotas de 1 mL do pré-enriquecimento foram transferidas para tubos Falcon
contendo 10 mL de caldo tetrationato (Himedia®) ou caldo selenito cistina (Himedia®), e foram
incubadas a 37°C por 24 horas para obter o enriquecimento seletivo de Salmonella. Algas
bacterioldgicas de niquel cromo, com volume del10 pL, foram utilizadas para realizar o isolamento
das bactérias através da técnica de semeadura por esgotamento em placas de petri estéreis com
agar salmonella-shigella (SS) (Himedia®) ou agar xilose-lisina-desoxicolato (XLD) (Himedia®),
as quais foram incubadas a 37°C por 24 horas. As placas de SS e/ou XLD com col6nias sugestivas
de Salmonella foram submetidas a identificacdo bioquimica presuntiva em agar Triplice Agucar
Ferro (TSI) (Kasvi®), agar Lisina Ferro (LIA) (Kasvi®) e agar Fenilalanina (FA) (Kasvi®). Com
0 auxilio de uma agulha de inoculag&o de niquel cromo, as cepas foram semeadas em tubos Falcon
contendo os meios de identificacdo bioquimica e os tubos foram incubados a 37°C por 24 horas.
As cepas com resultado positivo na identificacdo bioquimica foram reisoladas em agar SS ou XLD,
para conferéncia de pureza. Entdo, as cepas isoladas consideradas presuntivas de Salmonella,
foram submetidas a confirmacdo molecular por meio da amplificagdo por PCR de gene de

viruléncia invA especifico para Salmonella spp.



42

Figura 4 - Fluxograma para isolamento de Salmonella spp.
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Fonte: Autoria prépria, (2021). Baseado no Manual Técnico de Diagndstico Laboratorial de Salmonella spp.

(BRASIL, 2011).

Notas: APT: Agua Peptonada Tamponada, TT: Caldo Tetrationato, CS: Caldo Selenito Cistina.

3.3 MICROBIOLOGIA MOLECULAR

A microbiologia molecular, realizada pela técnica de PCR, foi utilizada para confirmacéo

de Samonella spp. e deteccéo de genes de resisténcia.

3.3.1 Extracdo de DNA bacteriano

As cepas foram cultivadas em caldo Luria Bertani (LB) (Kasvi®) a 37°C por 12-18 horas.

O DNA foi extraido utilizando o kit comercial de extracdo PureLink® Genomic DNA Mini Kit

(Invitrogen™ - Thermo Fisher Scientific), seguindo o manual de instru¢des do fabricante. A
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qualidade do DNA extraido foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a 2%, e a concentracéo
de DNA obtida foi quantificada utilizando o NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Pittsburgh,
USA). O DNA quantificado foi diluido a uma concentracdo média de 20 ng/uL, para as posteriores
etapas de PCR.

3.3.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

3.3.2.1 Gene de viruléncia

A confirmagdo de Salmonella spp. se deu pela presenca do gene invA, um gene de
viruléncia especifico desse género de bactéria. A amplificacdo de fragmentos de genes foi
realizada utilizando o termociclador Life Express Thermal Cycler (modelo TC-98/G/H(b),
BIOER, China). As reagdes de PCR foram realizadas a partir de um volume final de 25 pL
contendo 4,0 uL do DNA gendmico; 2,5 pL de tampéo 10x Taq Pol (Ludwig Biotecnologia Ltda,
Brasil); 1,25 pL de MgCl2 (50 mM, Ludwig Biotecnologia Ltda, Brasil); 2 uL de dNTP (2,5 mM;
Ludwig Biotecnologia Ltda, Brasil); 0,5 pL de cada oligonucleotideo foward e reverse (Invitrogen
Life Technologies, EUA, 10 pmol/uL); 0,4 pL de Tag DNA Polimerase (Ludwig Biotecnologia
Ltda, Brasil); completando com agua ultrapura até o volume final da rea¢do. O desenho do primer,
0 peso molecular e as condic¢des de termociclagem utilizadas na PCR entdo descritos da Tabela 1.

Tabela 1. Desenho do primer, peso molecular e as condi¢Bes de termociclagem utilizadas na
PCR do gene invA

Tamanho Condicoes de

Gene Primers > Referéncia
(pb) termociclagem
Desnaturacdo inicial a
95°C por 2 min; 35 ciclos
de desnaturacdo a 95°C
invA F: CATTGGTGATGGTCTTGTCG 298 por 1 min, anelamento a  (ARAUJO,
R: CTCGCCTTTGCTGGTTTTAG 60°C por 1 min, extensao 2015)

a 72°C por 1 min; 72°C
por 10 min para a
extensdo final

Fonte: Autoria propria, (2021).
Notas: F: Foward, R: Reverse, pb: pares de base.
3.3.2.2 Genes de resisténcia

Trés genes de resisténcia foram pesquisados: blaCTX associado a resisténcia aos

antimicrobianos da classe dos B-lactdmicos; sul2 associado a resisténcia aos antimicrobianos da
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classe das sulfonamidas; e tetB associado a resisténcia aos antimicrobianos da classe das

tetraciclinas.

As reacOes de PCR para os genes blaCTX e sul2 foram realizadas com 0s mesmos

parametros utilizados para o gene invA. Para o gene tetB utilizou-se 4,0 uL do DNA genémico;
2,5 uL de tampéo 10x Taq Pol (Ludwig Biotecnologia Ltda, Brasil); 0,4 pL de MgCl> (50 mM,
Ludwig Biotecnologia Ltda, Brasil); 1,5 pL de dNTP (2,5 mM; Ludwig Biotecnologia Ltda,

Brasil); 0,6 pL de cada oligonucleotideo foward e reverse (Invitrogen Life Technologies, EUA,

10 pmol/uL); 0,2 uL de Tag DNA Polimerase (Ludwig Biotecnologia Ltda, Brasil); completando

com &gua ultrapura até o volume final da reagdo de 25 pL. O desenho dos primers, 0 peso

molecular e as condi¢des de termociclagem utilizadas nas PCRs ent&o descritos da Tabela 2.

Tabela 2 - Sequéncia de primers, peso molecular e as condi¢des de termociclagem utilizadas na
PCR dos genes blaCTX, sul2 e tetB

Tamanho

Condicdes de

Gene Primers ; Referéncia
(pb) termociclagem
Desnaturacéo inicial a 94°C por 5
min; 30 ciclos de desnaturagdo a
94°C por 30 s, anelamento a 55 (Ll etal,,
blaCTX-M F: CGATGTGCAGTACCAGTAA 585 °C por 30 s, extenséo a 7_2°C por 2013)
R: AGTGACCAGAATCAGCGG 50 s; 72°C por 7 min para
extensdo final
Desnaturacéo inicial a 95°C por
10 min; 35 ciclos de desnaturacao
sul2 F: GCGCTCAAGGCAGATGGCATT 285 gsgé ﬁof%roélss 5th2§$”§'?§§ (i'ﬁ%’oﬁ)e t
R: GCGTTTGATACCGGCACCCGT o X ’
por 50 s; 72°C por 10 min para
extensdo final
Dgspatura_gao inicial a94°C por 5 (ZISHIRI;
min; 34 ciclos de desnaturagdo a MKHIZE-
tetB F: TTGGTTAGGGGCAAGTTTTG 659 94°C por 255, anelamento a 55°C MUKAR A’T
R: GTAATGGGCCAATAACACCG por 30 s, extensdo a 72°C por 50 IRWA
s; 72°C por 5 min para extensdo 2016)’

final

Fonte: Autoria propria, (2021).
Nota: F: Foward, R: Reverse, pb: pares de base.

3.3.3 Eletroforese em gel de agarose

Os produtos de PCR foram separados pela técnica de eletroforese em gel de agarose 2%

(p/v) (Invitrogen Life Technologies, EUA), corado com brometo de etidio. A corrida iniciou a uma

poténcia de 50W por 15 minutos seguida de 100W por 60 minutos. Os fragmentos de DNA
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separados no gel foram visualizados sob iluminacao ultravioleta (UV), com um marcador de 100pb
(Ludwig Biotecnologia Ltda, Brasil).

3.4 AVALIACAO DA SUSCEPTIBILIDADE ANTIMICROBIANA

A avaliagdo da susceptibilidade a agentes antimicrobianos de interesse clinico foi realizada
pela técnica qualitativa de disco-difusdo de Kirby-Bauer, recomendada pelo comité Brasilian
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST) (BRCAST, 2019). As cepas foram
suspendidas em caldo Mueller Hinton MH (Kasvi®) e a densidade dptica foi ajustada entre 0,08 e
0,10 (turbidez equivalente ao padréo 0,5 da escala de McFarland) a 625 nm de absorbancia,
utilizando um espectrofotdmetro.

Ap0s a padronizacao das cepas, a suspensdo do inéculo foi semeada em placa contendo
agar MH (Kasvi®), com ajuda de uma alca drigalski. Dentro de no méximo 15 minutos, os discos
de antimicrobianos, adquiridos na Newprov®, foram aplicados firmemente nas placas. As
concentracdes e abreviacGes dos agentes antimicrobianos utilizadas foram: amoxicilina + &cido
clavulanico (AMC, 20 + 10 pg), ceftazidima (CAZ, 30 pg), cefotaxima (CTX, 30 pg), gentamicina
(GEN, 10 pg), cloranfenicol (CLO, 30 pg), tetraciclina (TET, 30 pg), imipenem (IMP, 10 pg),
sulfonamida (SUL, 300 pg) e ciprofloxacino (CIP, 5 ug).

Apds 18 h de incubacdo em estufa a 35 + 1°C, os halos foram interpretados e classificados
como sensivel (S), sensibilidade intermediaria (I) ou resistente (R), de acordo com o padréo para
enterobactérias preconizado pelo Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) (CLSI, 2020).
Os isolados de Salmonella spp. resistentes a trés ou mais agentes antimicrobianos foram
identificados como multirresistentes (MDR).

3.5 ANALISES ESTATISTICAS

O teste do qui-quadrado foi utilizado para determinar se houve diferenca entre a ocorréncia
de Salmonella spp. em diferentes cortes de frango analisados. O valor de p < 0,05 foi considerado
significativo. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o IBM® SPSS Statistics versao
28.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, do total de 115 amostras analisadas de carnes de frango resfriadas, 58
apresentaram resultados compativeis com o género Salmonella spp. ao final dos testes
microbiol6gicos convencionais. A Figura 5 apresenta o isolamento da Salmonella spp. em agar
XLD e em 4gar SS.

Figura 5 - Isolamento de Salmonella spp. em meio de cultivo
seletivo (XLD e SS)

Fonte: Autoria propria, (2021).

Desse total de 58 amostras, 53 obtiveram o resultado molecular confirmativo de
Salmonella spp. (presenca do gene InvA), ou seja, 46,1% (53/115) das amostras de carnes de frango
resfriadas comercializadas no Distrito Federal encontravam-se contaminadas por Salmonella spp.
(Gréfico 1). De acordo com a legislacéo brasileira, a qual exige auséncia apenas dos sorovares S.
Enteritidis e S. Typhimurium, os resultados dessas analises ndo podem afirmar que as 53 amostras
contaminadas por Salmonella spp. estavam improprias para consumo a nivel nacional (BRASIL,
2019), entretanto, de acordo com as regras de exportacdo da carne de frango brasileira, as 53
amostras contaminadas ndo atendiam as exigéncias de exportacdo aos paises que exigem auséncia
total de todos os sorovares de Salmonella, uma vez que, para que as regras sejam cumpridas, deve-
se considerar 0s requisitos sanitarios nacionais e 0s requisitos sanitarios do pais importador
(BRASIL, 2008).
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Gréfico 1 - Prevaléncia de contaminacao por Salmonella spp. nas amostras resfriadas de carne
de frango resfriadas comercializadas no Distrito Federal entre os anos de 2018 a 2020

Contaminadas N&ao contaminadas

53 (46.1%)
62 (53.9%)

Fonte: Autoria propria, (2021).

A maioria dos estudos brasileiros publicados em relacéo a prevaléncia de Salmonella spp.
sdo focados em coletas de carcacas de frango em abatedouros, entretanto, é possivel encontrar
alguns estudos de prevaléncia de Salmonella spp. em carnes de frango coletadas no varejo. Ristori
et al. (2017) mostraram 8,7% de contaminacdo por Salmonella spp. em coxas de frango resfriadas
comercializadas no estado de S&o Paulo. Em comércios varejistas do estado do Parand, a
prevaléncia de Salmonella spp. foi de 31,7% em diferentes cortes de carne de frango congeladas
(PERIN et al., 2020). E no estado do Goias, 30% de amostras de carne de frango temperadas,
compradas a granel, foram positivas para a bactéria Salmonella spp. (SILVA, 2018).

Em diversos paises, ha relatos de alta prevaléncia de Salmonella spp. nas carnes de frango
coletadas nos estabelecimentos de varejo. Estudos publicados no Japédo, na China, no Camboja, na
Malasia, na Russia, no México e nos Estados Unidos mostram uma variagdo entre 18,1% a 88,2%
de contaminacdo da carne de frango por Salmonella spp. (ALALI et al., 2012; FURUKAWA et
al., 2017; GOLDEN; MISHRA, 2020; LAY et al., 2011; REGALADO-PINEDA et al., 2020;
THUNG et al., 2016; YANG et al., 2010).

Desde o inicio da vigéncia da Instrugdo Normativa n° 20 de 2016 publicada pelo MAPA,
a qual surgiu com o objetivo de diminuir a incidéncia de Salmonella em carcacas de frango, o
Brasil registrou prevaléncia de Salmonella spp. em abatedouros registrados no SIF de 17,97% em
2017, 12,61% em 2018, e 15,08% em 2019 (MAPA, 2020). No ultimo relatdrio publicado pelo
Departamento de Inspecdo de Produtos de Origem Animal (DIPOA), 134 estabelecimentos de

abate de frangos e galinhas registrados no SIF passaram pelas analises, totalizando 2.879 amostras
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analisadas em 340 ciclos oficiais. Ndo ha publicacéo referente ao autocontrole realizado pelos
proprios estabelecimentos, no entanto, nos ciclos oficiais houve uma violagdo no limite de
amostras aceitaveis para a presenca do patdégeno de 19,12% (65/340), representada por 43
abatedouros (MAPA, 2020).

Para a obtencdo desses resultados, a Instrucdo Normativa determina que 0s
estabelecimentos comerciais registrados no SIF devem realizar o monitoramento de Salmonella
spp. por meio de ciclos de amostragem, enviando as amostras a um laboratorio de escolha, e em
alguns casos, em laboratdrios credenciados; e o SIF, rgao responsavel pela verificacdo do controle
da Salmonella spp., serd responsavel pelos ciclos de amostragem oficiais. De acordo com o
tamanho do estabelecimento, s&o realizados entre 2 a 3 ciclos oficiais por ano, aceitando o limite
de 2 amostras positivas para 0 patégeno, de um total de 8 amostras analisadas (BRASIL, 2016a).

A contaminacado por Salmonella spp. nos abatedouros € menor do que encontramos nesse
estudo, em que quase metade das amostras de carne de frango resfriadas expostas ao varejo
estavam contaminadas pelo patégeno no Distrito Federal. Tal diferenga nos dados apresentados
pode representar falhas de controle no pds-processamento, permitindo que as amostras cheguem
aos consumidores finais mais contaminadas por Salmonella spp.

Corroborando com essa hipotese, Gongalves-Tenorio et al. (2018), em uma meta-analise
de estudos publicados na Europa, mostraram o percentual de contaminacdo de alguns
microrganismos nas carnes de aves resfriadas ao final das etapas de processamento e em
estabelecimentos varejistas, no periodo de 2000 a 2017. A ocorréncia de Salmonella spp. nas
carnes de aves foi de 5,4% ao final do processamento, jA& em carnes expostas no varejo a
prevaléncia foi de 10,4%.

Confrontando os dados de prevaléncia publicados pelo DIPOA, Borges et al. (2019), ao
analisarem a presenca da Salmonella spp. em carcacgas de frango de quatro abatedouros do Rio
Grande do Sul, encontraram 50% de contaminagdo nas 139 amostras coletadas em diferentes
pontos do processamento. Baptista et al. (2018) encontraram 26,66% (16/60) de carcacas de frango
contaminadas pela bactéria em abatedouros no estado do Rio de Janeiro. Ja no estudo de Da
Cunha-Neto et al. (2018), a ocorréncia de Salmonella spp. foi de apenas 3,7% das amostras, em
850 carcacas de frango analisadas nos abatedouros do estado do Mato Grosso.

Essa inconsisténcia entre dados oficiais e estudos publicados em diversos estados deixa
duvidas quanto a correta identificagdo de Salmonella spp., podendo sugerir também falta de
regularidade nas amostragens ou até mesmo adulteracdo de resultados, como ja foi mostrado
anteriormente (VIANNA et al., 2018).
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Nossos resultados mostraram que os testes microbioldgicos convencionais de isolamento
de Salmonella spp. obtiveram especificidade de 91,4% (53 amostras de carne de frango resfriadas
foram positivas nos testes moleculares do total de 58 amostras suspeitas na microbiologia
convencional). Todas as cepas sugestivas de Salmonella spp. obtidas por meio da microbiologia
convencional foram encaminhadas para a analise molecular para a detecgdo do gene de viruléncia

invA, pela técnica de PCR (Figura 6).

Figura 6 — Eletroforese em gel de agarose mostrando a
deteccdo do gene invA
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Fonte: Autoria propria, (2021).

Notas: 1: marcador de 100pb;

2-11: amplificagio do gene invA de algumas amostras, visualizado na
altura de 298pb;

12: controle negativo (CN).

Os testes microbioldgicos convencionais de isolamento de microrganismos apresentam
algumas dificuldades e incertezas na interpretacdo dos resultados, podendo levar a uma
identificacdo enganosa, visto que algumas cepas se comportam de maneira inconsistente e
diferente do previsto em suas caracteristicas metabdlicas. A partir de 1985, quando a identificacdo
de bactérias por analise molecular por meio da técnica de PCR comecou a ser utilizada, houve uma
expansdo da microbiologia, quando diversas outras espécies microbianas foram descobertas
(FRANCO-DUARTE et al., 2019). A aplicagdo de técnicas de biologia molecular ampliou a nossa
capacidade de identificacdo microbiana. A PCR é uma técnica mais rapida e sensivel que os testes
microbiologicos convencionais, entretanto, o uso associado dessas duas técnicas € o recomendado,
sendo possivel avaliar tanto as caracteristicas fenotipicas quanto genotipicas dos microrganismos,
resultando na correta identificagdo de bactérias (FRANCO-DUARTE et al., 2019).

Varios estudos utilizaram o gene invA como marcador molecular da Salmonella spp.,

demonstrando a sua presenca em todas ou quase todas as cepas, sendo este, portanto, um bom
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marcador molecular para deteccdo da Salmonella spp. por meio da PCR. Rahn et al. (1992)
obtiveram sensibilidade de 99,4% para a deteccdo de Salmonella em 100 sorovares diferentes
através do uso do gene invA. Dias de Oliveira et al. (2003), ao compararem diferentes genes de
viruléncia da Salmonella Enteritidis, obtiveram 100% de sensibilidade apenas para o gene invA.
Mais recentemente, Ammar et al. (2016) isolaram 7 sorovares de Salmonella de amostras de carne
de frango e o Unico gene de viruléncia presente em 100% dos isolados foi o invA. Astolfi-Ferreira
et al. (2017) pesquisaram diferentes genes de viruléncia em 8 sorovares de Salmonella isolados de
aves e também encontraram sensibilidade de 100% para o gene invA em suas analises.

A Tabela 3 apresenta a distribuicdo de amostras de carnes de frango resfriadas
contaminadas por Salmonella spp. considerando o tipo de corte analisado. Os cortes da coxa,
coxinha da asa, peito e asa apresentaram resultados de contaminagdo variando entre 47,8% a

59,1%, e em relacdo os cortes da sobrecoxa, 29,6% das amostras estavam contaminadas.

Tabela 3 — Distribuicdo de amostras de frango resfriadas contaminadas por Salmonella spp.,
considerando o tipo de corte analisado

Ndamero de
Cortes de carne Amostras
amostras ) P valor
de frango ) contaminadas (%)
analisadas (%)
Coxa 22 13 (59,1)
Coxinha da asa 35 17 (48,6)
Sobrecoxa 27 8 (29,6) 0,33
Peito 23 11 (47,8)
Asa 8 4 (50,0)
Total 115 (100) 53 (46,1)

Fonte: Autoria propria, (2021).

O teste do qui-quadrado mostrou que ndo houve diferenca estatistica na ocorréncia de
Salmonella spp. entre os cinco tipos de cortes de frango analisados, ndo havendo, portanto,
associacdo entre as duas variaveis. Resultados semelhantes foram encontrados por Perin et al.
(2020), quando foram avaliados diferentes cortes de frango em comercios varejistas do estado do
Parang, e também ndo foi encontrada nenhuma diferenca estatistica na ocorréncia de Salmonella
spp. entre os diferentes tipos de cortes avaliados.

Em nosso estudo, pelo menos uma cepa de cada amostra com resultado confirmado para

Salmonella spp. foi isolada, totalizando 78 cepas do total de 53 amostras de carne de frango
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resfriadas. Nas placas de SS ou XLD que apresentaram cepas fenotipicamente semelhantes em
toda a sua extensdo, uma Unica cepa foi recuperada; j& em placas contendo cepas fenotipicamente
distintas, foram coletadas duas ou mais cepas. A Tabela 4 apresenta o perfil de susceptibilidade
antimicrobiana das cepas de Salmonella spp. As maiores taxas de resisténcia foram observadas
para a amoxicilina com &cido clavulanico (83,3%), sulfonamida (64,1%) e tetraciclina (46,2%)
(Tabela 4).

Tabela 4 - Perfil de susceptibilidade antimicrobiana em isolados de Salmonella spp. recuperados
de carnes de frango resfriadas

Classes de antimicrobianos Antimicrobianos S (N%) I (N%) R (N%)
Aminopenicilinas AMC 10 (12,8) 3(3,8) 65 (83,3)
B- Cefalosporinas 3? CAZ 60 (76,9) 1(1,3) 17 (21,8)
lactamicos geracéo CTX 46 (59,00 9(11,5) 23(29,5
Carbapanem IMP 53(67,9) 17(21,8) 8(10,3)
Sulfonamidas SUL 27 (34,6) 1(1,3) 50 (64,1)
Aminoglicosideos GEN 56 (71,8) 11(14,1) 11(14,1)
Tetraciclinas TET 36 (46,2) 6 (7,7) 36 (46,2)

Anfenicois CLO 63 (80,8) 11(14,1) 4(51)
Fluorquinolonas CIP 27 (34,6) 38(48,7) 13(16,7)

Fonte: Autoria propria, (2021).

Notas: S: sensivel, I: intermediaria e R: resistente.

N%: nimero e porcentagem de cepas em relagdo ao total de 78 cepas.

AMC: amoxicilina/acido clavulanico, CAZ: ceftazidima, CTX: cefotaxima, IMP: imipenem, SUL: sulfonamida,
GEN: gentamicina, TET: tetraciclina, CLO: cloranfenicol, CIP: ciprofloxacino.

A literatura apresenta resultados variados em relacdo ao perfil de resisténcia
antimicrobiana em cepas de Salmonella isoladas de carne de frango. No Brasil, Giuriatti et al.
(2017), ao avaliarem o perfil de susceptibilidade antimicrobiana de 18 cepas de Salmonella
Heidelberg isoladas de amostras de carne de frango em abatedouros no estado do Parana,
observaram 100% de resisténcia aos antimicrobianos amoxicilina/acido clavulanico, ceftazidima,
cefotaxima e tetraciclina; a fluorquinolona testada foi o enrofloxacino, e 38,9% das cepas foram
resistentes a esse farmaco e 33,3% das cepas foram resistentes a gentamicina.

Uma publicacdo recente, também conduzida no Parand, local onde ocorre a maior
producédo de carne de frango brasileira, relatou elevados indices de resisténcia em 98 cepas de

Salmonella isoladas de cortes de frango congelados coletados no comércio varejista e em
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abatedouros: 95% ao acido nalidixico; 94% as tetraciclinas; 87% a ampicilina; 84% a
amoxicilina/acido clavulanico; 79% a ceftriaxona; e 76% ao ciprofloxacino (PERIN et al., 2020).

No estudo de Da Cunha-Neto et al. (2018), os indices de resisténcia para a classe dos beta-
lactamicos variaram de 6,2% para ceftiofur a 25% para ampicilina e cefalotina em 31 cepas de
Salmonella isoladas de carcacas de frango em abatedouros no estado do Mato Grosso. Os isolados
apresentaram 100% de resisténcia a sulfonamida e apenas 9,4% das cepas foram resistentes a
tetraciclina, resultado diferente do nosso estudo onde observamos 46,2% de resisténcia a
tetraciclina.

A China apresenta diversos estudos que avaliaram o perfil de susceptibilidade
antimicrobiana de cepas de Salmonella isoladas em carnes de frango. Zhu, Y. et al. (2017) isolaram
189 cepas de Salmonella em carne de frango ao longo do processo de abate, e encontraram elevada
porcentagem de cepas resistentes a ampicilina (87,8%), a tetraciclina (51,9%), e a sulfonamida
(48,1%). Diferente do nosso estudo, poucos isolados foram resistentes a amoxicilina/acido
clavulanico (8,5%) e observou-se altos indices de resisténcia ao ciprofloxacino (48,7%).

Deng et al. (2018) avaliaram a resisténcia antimicrobiana em 141 cepas de Salmonella
isoladas de carne de frango na China e encontraram apenas 28% de resisténcia a amoxicilina e a
ampicilina. Outro estudo realizado na China também apresentou apenas 13% de resisténcia a
amoxicilina/acido clavulanico em 165 cepas de Salmonella isoladas de carne de frango, enquanto
outras classes de antimicrobianos apresentaram resultados de resisténcia similar ao nosso estudo:
50% a tetraciclina; 47% a sulfonamida; 3% a gentamicina; e 0% ao ciprofloxacino (LI et al., 2013).

Notavelmente, a amoxicilina se mostrou mais eficaz em cepas de Salmonella isoladas em
carnes de frango na China do que no Brasil. Essa diferenca pode indicar que o Brasil faz um uso
mais intensivo de amoxicilina como droga terapéutica na criacdo avicola quando comparado com
a China.

As aminopenicilinas da classe dos B-lactamicos estdo entre os antimicrobianos mais
antigos e difundidos em terapia humana e animal, e s&o bactericidas de amplo espectro de acéo.
Surgiram em 1961, e eram utilizadas no tratamento de diversas infeccdes. A época, a amoxicilina
apresentava eficacia no combate a Salmonella, sendo bastante utilizada no tratamento de febre
tifoide (BASKER; GWYNN; WHITE, 1979; NEU, 1979). Nos dias atuais a amoxicilina ainda é
uma droga bastante utilizada, entretanto para outras finalidades. A Anvisa e FDA recomendam seu
uso para infecgdes do trato respiratorio superior e inferior, trato geniturinario, pele, mucosas, e
também quando associada ao tratamento de Helicobacter pylori e Ulcera duodenal (ANVISA,
2021a; FDA, 2015).
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As cefalosporinas de 3? geracdo sdo as drogas mais utilizadas da classe dos B-lactamicos
contra bactérias gram-negativas, e atualmente s&o muito utilizadas em ambiente hospitalar. Seu
uso é recomendado no tratamento de infec¢des complicadas do trato urinario, infeccdes de feridas
e cirdrgicas, pneumonias, meningites, e infec¢bes do sistema nervoso central (ANVISA, 2007a).
Ambas as cefalosporinas utilizadas em nosso teste de susceptibilidade antimicrobiana (ceftazidima
e cefotaxima) ndo possuem recomendacdo de uso em animais de produgdo pela Instituicdo
Internacional de Saide Animal (World Organization for Animal Health — OIE), entretanto, outras
cefalosporinas de 32 geragdo sao utilizadas, como o ceftiofur e a ceftriaxona (OIE, 2019), as quais
podem propiciar resisténcia cruzada aos outros farmacos dessa classe de antimicrobianos (DOI;
IOVLEVA; BONOMO, 2017).

As sulfonamidas foram as primeiras drogas a serem utilizadas em uso veterinario em doses
terapéuticas, a partir de 1948, e foram usadas por muitos anos como profilaxia de doengas aviarias;
e as tetraciclinas foram as primeiras a serem utilizadas para promog&o de crescimento em aves, a
partir de 1951 (AGYARE et al., 2019; LEES et al., 2021). Esse fato justifica os altos indices de
Salmonella spp. resistentes e esses antimicrobianos encontrados em carnes de frango, visto que o
uso desses medicamentos na criacdo de animais de produ¢do ocorre ha muitos anos, propiciando
um meio adequado para 0 aumento da resisténcia das bactérias.

Devido a resisténcia microbiana as sulfonamidas ter se tornado comum, esse
antimicrobiano teve seu uso reduzido ao longo dos anos, sendo substituido por outras classes mais
potentes no combate as infecgbes. Ainda assim, as sulfonamidas ainda sdo comumente utilizadas
em tratamento de infecgBes no trato urinario, na prevencdo de infecgdes em queimados, e em
alguns casos de maléria (ENCYCLOPEDIA BRITANNICA, 2021). J4 as tetraciclinas sdo drogas
antimicrobianas conhecidas por seu amplo espectro de atividade, atuando contra microrganismos
gue acometem diversas regides, como o trato respiratério, pele, olhos, sistema intestinal, linfatico
e urinario, além de serem a primeira escolha no tratamento de riquetsioses (MEDLINEPLUS,
2017).

Alguns dos antimicrobianos utilizados no presente estudo sdo considerados pela
Organizacdo Mundial da Satude (OMS), como medicamentos criticamente importantes e de alta
prioridade para a medicina humana, como as aminopenicilinas, carbapenens e aminoglicosideos.
E dentre os medicamentos de mais alta prioridade, encontram-se as cefalosporinas de 32 geragéo e
as quinolonas (WHO, 2019).

Os antimicrobianos aos quais as cepas de Salmonella spp. do nosso estudo apresentaram
menor resisténcia antimicrobiana foram: cloranfenicol (5,1%), imipenem (10,3%), gentamicina

(14,1%) e ciprofloxacino (16,7%). Entretanto, esses tambem foram os agentes que obtiveram 0s
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maiores indices de sensibilidade intermediaria. Os resultados de sensibilidade intermediéria ao
ciprofloxacino foram os mais expressivos, com quase 50% das cepas.

Ja se reconhece um aumento de resisténcia ao ciprofloxacino (principal representante das
fluorquinolonas) em cepas de Salmonella néo tifoide, droga de escolha no tratamento da doenca.
Nos Estados Unidos, as cepas de S. Typhi resistentes ao ciprofloxacino alcangaram 74% das
infeccbes (CDC, 2019b). Vérios estudos também relataram indices altos de resisténcia as
quinolonas (39 a 76%) em cepas isoladas de carnes de frango (GIURIATTI et al., 2017; PERIN
etal., 2020; ZHU, Y. et al., 2017).

Vale lembrar que, depois do ciprofloxacino, a azitromicina e ceftriaxona sdo as duas
proximas opcOes de terapia medicamentosa no tratamento de infec¢des causadas por Salmonella
tifoide e ndo tifoide (quando necessério), e a ambos 0s medicamentos também estdo envolvidos
em aumento de resisténcia em cepas de Salmonella, embora em menor escala (CDC, 2019b). Além
disso, a OMS também classifica esses dois antimicrobianos como criticamente importante e de
mais alta prioridade na terapéutica humana (WHO, 2019).

O imipenem, a gentamicina e o cloranfenicol foram outros trés antimicrobianos com as
menores taxas de resisténcia nesse estudo, porém a sensibilidade intermediaria das cepas foi de
21,8% para o imipenem, e 14,1% para a gentamicina e para o cloranfenicol, menor apenas que 0s
resultados de sensibilidade intermediéria ao ciprofloxacino. Apesar disso, o cloranfenicol foi o
antimicrobiano mais eficaz no controle das cepas, com 80,8% de sensibilidade.

O cloranfenicol é um antimicrobiano de amplo espetro de a¢do, utilizado em seres humanos
com quadro grave de infeccdo e em infeccBes causadas por bactérias resistentes a outros
antimicrobianos mais seguros (ANVISA, 2007a; MCCUBBIN et al., 2021). Esse medicamento é
proibido em muitos paises para uso em animais de producdo, porque o consumo humano de
produtos de origem animal contendo residuos de cloranfenicol pode levar a reagdes graves e
irreversiveis, causando anemia severa com evolucdo para leucemia e ébito (MCCUBBIN et al.,
2021). No Brasil o uso de cloranfenicol na producdo animal também é vetado, desde 2003
(BRASIL, 2003).

Existem relatos de uso dessa droga em paises cuja proibicdo existe (ATTARI et al., 2014).
Rejtharova et al. (2017) avaliaram os residuos de cloranfenicol em carne de aves apds intervengéo
com esse farmaco, e encontraram residuos desse medicamento apds 35 dias da intervengdo. A
presenca desses residuos de antimicrobianos nos animais de producéo configuram uma porta de
entrada aos seres humanos, através da ingestdo dos alimentos. Os residuos deixados nos animais
foram o fator chave para proibicdo desse antimicrobiano, visto que os efeitos adversos por ele
provocado nédo séo dose-dependentes (MCCUBBIN et al., 2021).
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A resisténcia bacteriana a gentamicina ainda é incomum, e, de acordo com informagdes
oficiais, nacionais e internacionais, ocorre um desenvolvimento lento de resisténcia bacteriana a
esse antimicrobiano (ANVISA, 2021a; FDA, 2021). A resisténcia a outros aminoglicosideos é
mais relatada, como a estreptomicina, uma droga mais antiga dessa classe de antimicrobianos,
usada em maior escala na criacdo animal (LENCHENKO et al., 2020). Nos dias de hoje, a
gentamicina possui importancia no tratamento clinico em seres humanos principalmente contra
bactérias gram-negativas, em tuberculose causada por bactérias multirresistentes, em infecgdes do
trato respiratdrio, urinario, gastrointestinal, pele, 0ssos, ocular, septicemia e infeccBes graves do
sistema nervoso central (ANVISA, 2021a).

Apesar da baixa ocorréncia de resisténcia bacteriana relatada a gentamicina, uma recente
revisdo de literatura relatou uso de aminoglicosideos em alta escala para tratar doencas aviarias,
incluindo S. Gallinarum e S. Pullorum. Em decorréncia disso, cepas de S. Gallinarum apresentaram
43% de resisténcia a gentamicina (BERHANU; FULASA, 2020).

O imipenem possui maior espectro de agdo que a maioria dos 3-lactdmicos, e muitas vezes
seu uso é recomendado como ultimo recurso contra microrganismos patogénicos gram-negativos
multirresistentes. Seu uso em animais € proibido, e a ocorréncia da resisténcia microbiana a esse
agente ja foi descrita como pressao seletiva causada por outros B-lactamicos, como cefalosporinas
de 3?2 geracéo utilizadas na criagdo animal (BONARDI; PITINO, 2019; OIE, 2019).

Relatos de resisténcia ao imipenem em cepas de Salmonella isoladas de aves séo recentes,
e configuram uma grande preocupacédo de satde. Medicamentos que ndo sdo primeira escolha no
tratamento de infecgdes causadas por Salmonella ndo séo isentos de preocupacdo acerca da
resisténcia bacteriana, pois a mesma pode ser transferida aos humanos por meio da cadeia
alimentar, e, além de causar doencas, 0s microrganismos podem atuar como veiculos para
transmiss&o de genes de resisténcia para outras bactérias patogénicas (FERNANDEZ; GUERRA;
RODICIO, 2018; ROSCHANSKI et al., 2018).

Dentre os isolados de Salmonella spp. do presente estudo, apenas uma cepa apresentou
sensibilidade a todos os antimicrobianos, e 53,8% (42/78) foram multirresistentes (MDR),

apresentando resisténcia a trés ou mais classes de antimicrobianos (Tabela 5).
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Tabela 5 - Namero de classes de antimicrobianos dos quais as cepas de
Salmonella spp. isoladas de carnes de frango resfriadas apresentaram

resisténcia
N° de classes com Isolados de Salmonella spp.

resisténcia N (%)
0 1 1,3
1 9 11,5
2 26 33,3
3 21 26,9
4 13 16,7
5 8 10,3
MDR (somade 3,4 e 5) 42 53,8

Fonte: Autoria propria, (2021).
Notas: N e %: nimero e porcentagem de cepas em relacéo ao total de 78 cepas.
MDR: multirresistentes.

No Brasil em 2012, a Anvisa apresentou um estudo acerca da resisténcia antimicrobiana
em cepas de Salmonella isoladas em carnes de frango congeladas expostas ao consumo em 13
estados brasileiros mais o Distrito Federal. Foram analisadas 542 amostras de carne de frango e
dessas amostras foram isoladas 250 cepas de Salmonella que foram testadas contra 22
antimicrobianos. Os maiores percentuais de resisténcia foram obtidos para estreptomicina
(89,3%), sulfonamidas (72,4%), florfenicol (59,2%), ampicilina (44,8%) e &cido nalidixico
(44,0%) e 69,3% das cepas foram MDR (ANVISA, 2012). A Unido Europeia apresentou um
relatério com menor porcentagem de cepas de Salmonella MDR, onde 38,2% das cepas de
Salmonella spp. isoladas de aves de producdo foram MDR, sendo realizado o teste de
susceptibilidade dessas cepas contra 12 antimicrobianos de 10 classes diferentes (EFSA/ECDC,
2021b).

Os estudos relatam elevados indices de cepas de Salmonella MDR isoladas de carne de
frango. No estudo de (PERIN et al., 2020), 85,7% (84/98) das cepas de Salmonella spp. isoladas
em carne de frango no estado do Parana foram MDR. Zhu, Y. et al. (2017) isolaram 189 cepas de
Salmonella em carne de frango ao longo do processo de abate na China e 60,8% dos isolados
foram MDR. Deng et al. (2018) avaliaram a resisténcia antimicrobiana em 141 cepas de
Salmonella isoladas de carne de frango na China e encontraram 43,3% de cepas MDR.

Outro aspecto muito preocupante diz respeito as oito cepas fenotipicamente resistentes a

cinco classes de antimicrobianos encontradas, dentre as quais encontram-se incluidas drogas de
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amplo espectro e criticamente importantes na terapia humana contra diversos microrganismos

gram-negativos, como as fluorquinolonas e cefalosporinas de 32 geragéo.

Além disso, 43 perfis foram observados nos isolados resistentes, e os trés perfis mais

frequentes foram amoxicilina/acido clavulanico + sulfonamida (15,4%), amoxicilina/acido

clavulanico + tetraciclina + sulfonamida (7,7%), e amoxicilina/acido clavulénico (7,7%) (Tabela 6).

Tabela 6 - Perfil de resisténcia e multirresisténcia antimicrobiana das cepas de Salmonella
isoladas das amostras de carne de frango resfriadas

Continua

n°de
Perfis Antimicrobianos Classes cepas

(%)
1 AMC Penicilinas 6 (7,7)
2 CIP Fluroquinolonas 1(1,3)
3 TET Tetraciclinas 1(1,3)
4 CTX Cefalosporinas™ 1(1,3)
5 AMC SUL Penicilinas e sulfonamidas 12 (15,4)
6 AMC CAZ Penicilinas e cefalosporinas” 1(1,3)
7 AMC TET Penicilinas e tetraciclinas 2 (2,6)
8 AMC CIP Penicilinas e fluorquinolonas 1(1,3)
9 AMC GEN Penicilinas e aminoglicosideos 2 (2,6)
10 AMC IMP Penicilinas e carbapenens 2 (2,6)
11 AMC CTX Penicilinas e cefalosporinas” 1(1,3)
12 TET SUL Tetraciclinas e sulfonamidas 4(5,1)
13 SULCTX Sulfonamidas e cefalosporinas” 1(1,3)
14 AMC TET SUL Penicilinas, tetraciclinas e sulfonamidas 6 (7,7)
15 AMC CAZ SUL Penicilinas, cefalosporinas”e sulfonamidas 1 (1,3)
16 AMC CAZ TET Penicilinas, cefalosporinas™ e tetraciclinas 2 (2,6)
17 AMC IMP SUL Penicilinas, carbapenens e sulfonamidas 1(1,3)
18 AMC SUL CIP Penicilinas, sulfonamidas e fluorquinolonas 1 (1,3)
19 AMC GEN SUL Penicilinas, aminoglicosideos e 1 (L3)

sulfonamidas

20 AMC TET CTX Penicilinas, tetraciclinas e cefalosporinas” 2 (2,6)
21 AMC CIP IMP Penicilinas, fluorquinolonas e carbapenens 1 (1,3)
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Tabela 6 - Perfil de resisténcia e multirresisténcia antimicrobiana das cepas de Salmonella isoladas das
amostras de carne de frango resfriadas
Continuacéo

n° de
Perfis Antimicrobianos Classes cepas
(%)
22 AMC CTX SUL Penicilinas, cefalosporinas” e sulfonamidas 1 (1,3)
Sulfonamidas, tetraciclinas e
23 SUL TET GEN o 1(1,3)
aminoglicosideos
Sulfonamidas, tetraciclinas,
24 SUL TET AMC CIP L ) 1(1,3)
aminoglicosideos e fluorquinolonas
25 SUL CTX AMC CAZ Sulfonamidas, cefalosporinas” e penicilinas 2 (2,6)
Sulfonamidas, anfenicois, tetraciclinas e
26 SUL CLO TET AMC 1(1,3)

penicilinas

Sulfonamidas, cefalosporinas”, tetraciclinas
27 SUL CTX TET GEN o 1(1,3)
e aminoglicosideos

Sulfonamidas, cefalosporinas”, tetraciclinas

28 SUL CTX TET AMC o 2(2,6)
e penicilinas
Sulfonamidas, aminoglicosideos, penicilinas

29 SUL GEN AMC CIP _ 1(1,3)
e fluorquinolonas

Sulfonamidas, tetraciclinas, carbapenens e

30 SUL TET IMP AMC o 1(1,3)
penicilinas

31 CTXTET AMC CAZ Cefalosporinas”, tetraciclinas e penicilinas 1(1,3)
Cefalosporinas®, aminoglicosideos e

32 CTX GEN AMC CAZ o 1(1,3)
penicilinas
Cefalosporinas”, anfenicois, tetraciclinas e

33 CTX CLO TET AMC o 1(1,3)
penicilinas
Sulfonamidas, cefalosporinas”, tetraciclinas

34 SUL CTX TET AMC CAZ o 4(5,1)
e penicilinas

Sulfonamidas, cefalosporinas”,
35 SUL CTX GEN AMC CIP aminoglicosideos, penicilinas e 1(1,3)

fluroquinolonas
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Tabela 6 - Perfil de resisténcia e multirresisténcia antimicrobiana das cepas de Salmonella isoladas das
amostras de carne de frango resfriadas
Concluséo

n° de
Perfis Antimicrobianos Classes cepas
(%)

Sulfonamidas, cefalosporinas”, tetraciclinas,
36 SUL CTX TET IMP AMC o 1(1,3)
carbapenens e penicilinas

Sulfonamidas, cefalosporinas”, tetraciclinas

37 SULCTX TET CLO CAZ ] 1(1,3)
e anfenocois
Sulfonamidas, tetraciclinas, penicilinas,

38 SUL TET AMC CIP CAZ _ o 1(1,3)
fluroquinolonas e cefalosporinas
Sulfonamidas, tetraciclinas,

39 SUL TET GEN CIP CAZ aminoglicosideos, fluorquinolonas e 1(1,3)
cefalosporinas”
Sulfonamidas, tetraciclinas, carbapenens,

40 SUL TET IMP AMC CIP o _ 1(1,3)
penicilinas e fluorquinolonas

Sulfonamidas, carbapenens,

41 SUL IMP GEN AMC CIP aminoglicosideos, penicilinas e 1(1,3)
fluorquinolonas
CLO CTX GEN AMC CIP Anfenicois, cefalosporinas”,
42 o . 1(1.3)
CAZ aminoglicosideos e penicilinas

Sulfonamidas, cefalosporinas”, tetraciclinas,
43 SUL CTX TET AMC CIP CAZ o _ 1(1,3)
penicilinas e fluorquinolonas

Fonte: Autoria prépria, (2021).

Notas: AMC: amoxicilina/acido clavulanico, CAZ: ceftazidima, CTX: cefotaxima, IMP: imipenem, SUL.: sulfonamida,
GEN: gentamicina, TET: tetraciclina, CLO: cloranfenicol, CIP: ciprofloxacino;

*: cefalosporinas de 32 geracéo.

Os genes de resisténcia blaCTX, sul2 e tetB foram pesquisados nas 78 cepas de Salmonella
isoladas das amostras de carne de frango resfriadas, ou seja, buscou-se 0s genes de resisténcia tanto
em cepas fenotipicamente resistentes, quanto em cepas sensiveis e com sensibilidade
intermediéria. O gene sul2 foi encontrado em 53 cepas (67,9%), 0 gene blaCTX foi identificado
em 39 cepas (50,0%), e o gene tetB foi identificado em 29 cepas (37,2%) (Tabela 7).
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Tabela 7 - Presenca dos genes de resisténcia nos 78 isolados de
Salmonella spp.

Genes de Susceptibilidade antimicrobiana

A Total n (%)
resistencia Rn (%) Sn (%) In (%)
blaCTX-M 34 (43.6)° 2(26)° 3(38)° 39 (50,0)
sul2 35(44,9) 18(231) O 53 (67,9)
tetB 14(17,9) 13(167) 2(26) 29 (37,2)

Fonte: Autoria prépria, (2021).

Notas: R: resistente, S: sensivel, I: sensibilidade intermediéria;

& Contagem de cepas em relacdo a resisténcia apresentada a pelo menos um dos B-
lactamicos testados;

b: Contagem de cepas sensiveis aos 4 -lactamicos testados;

¢ Contagem de cepas que ndo apresentaram resisténcia a nenhum dos 4 B-lactdmicos
testados, e pelo menos uma delas apresentou sensibilidade intermediaria.

Enne et al. (2006) reportaram que a maioria dos estudos pesquisam 0s genes de resisténcia
apenas em isolados fenotipicamente resistentes. Os autores comprovaram que essa abordagem de
deteccdo de genes de resisténcia aos antimicrobianos em bactérias é falha, visto que alguns genes
de resisténcia sdo silenciosos nos testes in vitro e esses genes silenciosos podem ser transmitidos
para outras bactérias. Assim, em nosso estudo, foi possivel encontrar 18 cepas (23,1%) sensiveis
as sulfonamidas com o gene de resisténcia sul2; 13 cepas (16,7%) sensiveis a tetraciclina com o
gene tetB; e 2 cepas (2,6%) sensiveis aos -lactdmicos com o gene blaCTX.

Realizamos também a comparacdo apenas entre cepas fenotipicamente resistentes as

classes de antimicrobianos e a presenca ou auséncia dos genes correspondentes (Tabela 8).

Tabela 8 - Relacéo entre presenga e auséncia do gene de resisténcia
em isolados de Salmonella spp. fenotipicamente resistentes aos
antimicrobianos

Classes de Gene de Cepas R Cepas R
antimicrobianos resisténcia +gene (%) - gene (%)
B-lactamicos blaCTX 34 (48,6) 36 (51,4)
Sulfonamidas sul2 35 (70,0) 15 (30,0)
Tetraciclinas tetB 14 (38,9) 22 (61,1)

Fonte: Autoria propria, (2021).

Notas: Cepas R + gene = nUmero de cepas resistentes no antibiograma que
apresentaram o gene de resisténcia; Cepas R — gene = nimero de cepas resistentes
no antibiograma que ndo apresentaram o gene de resisténcia;

%: porcentagem em relacdo ao total de cepas resistentes a classe do antimicrobiano
correspondente ao gene de resisténcia.
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Em nosso estudo, 34 cepas (48,6%) resistentes a pelo menos um dos B-lactamicos testados
possuiam o gene de resisténcia blaCTX em seu material genético. Os resultados dessa anélise
representam 3 dos 4 antimicrobianos avaliados dessa classe (amoxicilina/acido clavulanico,
cefotaxima e ceftazidima), uma vez que a enzima CTX nédo possui afinidade aos p-lactamicos
carbapanens, e, portanto, as cepas desse estudo resistentes ao imipenem ndo entraram nessas
analises. As demais cepas isoladas que ndo possuiam o gene blaCTX em seu material genético,
podem estar, possivelmente, expressando 0 mecanismo de resisténcia por meio de outros genes,
como o blaTEM ou blaSHV.

Os estudos tém apontado que nas bactérias da familia Enterobacteriaceae, o gene de
resisténcia blaCTX é o mais difundido. Djeffal et al. (2017), em uma comparacédo da presenca de
ESLB em isolados de Salmonella spp. identificadas em carnes de frango, encontraram o gene
blaCTX em 91,6% das cepas, e 16,7% continham o gene blaTEM. Lee et al. (2016) encontraram
0 gene blaCTX em cepas de Salmonella spp. isoladas de carnes de pato na Coreia do Sul
fenotipicamente resistentes a cefotaxima e ceftazidima, e ndo encontraram os genes blaTEM e
blaSHV nessas cepas.

N&o foi possivel analisar individualmente a relacdo da presenca do gene blaCTX e a
resisténcia fenotipica de cada B-lactdmico, uma vez que quase todas as cepas resistentes a
ceftazidima e cefotaxima, também eram resistentes a amoxicilina/acido clavulanico. Nessa
abordagem, uma cepa abrigando o gene blaCTX ao mesmo tempo em que apresenta resisténcia
fenotipica a mais de um antimicrobiano, ndo revela esse gene como o Gnico envolvido na situagéo.
Assim, a mesma cepa também pode abrigar diferentes genes de resisténcia, resultando em cepas
MDR (CANTON; RUIZ-GARBAJOSA, 2011).

Os impactos desses resultados s&o comentados por Nachimuthu et al. (2021). Ao avaliarem
a presenca de ESBL em isolados clinicos, relataram a transferéncia horizontal e a disseminagéo de
genes plasmidiais. Além disso, enfatizaram que os isolados de bactérias gram-negativas que
desenvolveram resisténcia as cefalosporinas de 32 geracdo tém tornado os tratamentos clinicos
mais complicados.

E importante destacar que os carbapenens s&o as drogas de escolha no tratamento de cepas
produtoras de ESBL isoladas em seres humanos, e o aumento de cepas MDR eleva a necessidade
do uso desses antimicrobianos e o consequente desenvolvimento de cepas resistentes a esses
agentes (RAWAT; NAIR, 2010).

Ao descrever sobre as caracteristicas fenotipicas das ESBL CTX-M, Bonnet (2004)
destacou que essas 3 -lactamases geralmente conferem alto nivel de resisténcia as aminopenicilinas

e as cefalosporinas de espectro estreito. Ja em relagéo as cefalosporinas de 3? geracdo, a enzima
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CTX também confere alta resisténcia a cefotaxima, entretanto, a ceftazidima geralmente néo
possui maior afinidade. Apesar disso, a autora enfatizou que isolados produtores de CTX, que ndo
sdo resistentes in vitro a ceftazidima, podem ser resistentes in vivo. Portanto, os resultados de
antibiograma em cepas produtoras de CTX devem ser expandidos a todas as cefalosporinas de
amplo espectro.

No que se refere as 50 cepas fenotipicamente resistentes as sulfonamidas deste estudo, 70%
(n = 35) carregavam o gene de resisténcia sul2. Os outros 15% podem estar relacionados com a
presenca de outros genes, como o sull ou o sul3. Outros estudos reportaram o gene sul2 como o
mais prevalente em cepas de Salmonella isoladas de carnes de frangos. Deng et al. (2018) relataram
que a prevaléncia dos genes sull e sul2 foi igual em cepas de Salmonella isoladas de carne de
frango resistentes a trimetroprima na China, enquanto a presenca do sul3 foi inferior. No estudo
de Maka et al. (2015), as cepas de Salmonella isoladas de alimentos na Pol6nia resistentes a
sulfonamida foram testadas quanto a presenca dos genes sull, sul2, sul3. Nos resultados, 46,4%
(39/84) das cepas apresentram o gene sul2, 44,0% (37/84) dos isolados carregavam o gene sull,
enquanto o gene sul3 ndo foi detectado em nenhum dos isolados. No estudo de Zhu, Y. et al.
(2017), entre 91 isolados resistentes a sulfonamida, 97,8% (n = 89) abrigaram pelo menos um
dos genes sul (sull, sul2 ou sul3). O gene sul2 teve a maior ocorréncia (97,8%, n = 89) em
relacdo aos genes sull e sul3 (ambos com 50,5%, n = 46).

E entre as 36 cepas fenotipicamente resistentes a tetraciclina neste estudo, apenas 38,9%
(n = 14) carregavam o gene de resisténcia tetB. Varios genes tet diferentes foram descritos como
conferindo resisténcia as tetraciclinas em bactérias. Os tipos mais frequentes de genes tet
pertencem as classes A, B, C, D e G e esses genes sao responsaveis pela codificacdo das bombas
de efluxo de tetraciclina (ALMEIDA et al., 2018). Zhu, Y. et al. (2017), ao avaliarem a presenca
de genes de resisténcia a tetraciclina em cepas de Salmonella isoladas de frangos de corte ao
longo do processo de abate na China, encontraram o gene tetB em 50% do total em 98 cepas
fenotipicamente resistentes a tetraciclina, porém, o gene tetC foi mais prevalente, encontrado em
71,4% das cepas resistentes. Zishiri; Mkhize; Mukaratirwa (2016) avaliaram a prevaléncia de
genes de resisténcia antimicrobiana em cepas de Salmonella spp. isoladas de cortes de frango
da Africa do Sul e do Brasil e encontraram o gene tetA em 44% e o gene tetB em 28% do total de
102 cepas fenotipicamente resistentes a tetraciclina.

Ao comparar os resultados desde estudo com a literatura, pode-se afirmar que existe uma
variacao de perfil fenotipico de resisténcia e uma variacdo genética em cepas de Salmonella, de

acordo com as regifes geograficas das quais as cepas sdo isoladas e o tipo de metodologia utilizada.
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Apesar disso, os fatores pelos quais a resisténcia aos antimicrobianos ocorre s&0 0S mesmos,
ocasionando cepas de Salmonella MDR que carregam multiplos genes de resisténcia.

Os achados desse estudo corroboram com os achados em isolados clinicos humanos em
infeccdes de dificil tratamento, com casos de similaridade genética entre isolados clinicos humanos
e aviérios de 89-100% (FERNANDES et al., 2009; ROCHA,; PINTO; BARBOSA, 2016). Desse
modo, sugere-se forte relagédo de transferéncia de resisténcia de cepas MDR de origem humana ou
animal, com a disseminacéao dessa resisténcia ocorrendo por meio de elementos genéticos moveis
a variadas linhagens de bactérias, e, consequentemente, atualmente observa-se um aumento do

namero de infecges hospitalares causadas por cepas bacterianas MDR com falhas terapéuticas.
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5 CONCLUSOES

Nesse estudo observou-se uma elevada ocorréncia de contaminacgdo por Salmonella spp.
(46,1%) nas carnes de frango resfriadas comercializadas no Distrito Federal. Além disso, elevada
resisténcia das cepas a amoxilicina/acido clavulanico (83,3%), sulfonamida (64,1%) e tetraciclina
(46,2%) também foram observadas, sendo que 53,8% dos isolados foram multirresistentes,
apresentando ineficacia a antimicrobianos muito utilizados na pratica clinica. Dentre os genes de
resisténcia buscados, o sul2 foi 0 mais encontrado nos isolados de Salmonella spp. deste estudo,
com 67,9% das cepas o contendo, seguido do gene blaCTX, presente em 50% das cepas, e 0 tetB,
em 37,2%.

A técnica da PCR demonstrou ser uma grande aliada nas pesquisas de microrganismos em
alimentos associada a metodoldgica classica de microbiologia, de modo que conseguiu auxiliar
com maior precisdo a determinagdo das amostras contaminadas por Salmonella spp., através
deteccdo do gene de viruléncia invA, e também apresentou resultado satisfatério na busca dos
genes de resisténcia em cepas fenotipicamente sensiveis aos antimicrobianos.

Atualmente, o Brasil possui programas nacionais que objetivam o controle da
disseminacéo de Salmonella em carnes de aves, ainda assim, de acordo com os resultados aqui
apresentados, o controle do setor avicola apresenta falhas, pois foi possivel identificar esses
microrganismos em quase metade das amostras de carne de frango disponiveis em varejos no
Distrito Federal. Assim, considerando o elevado consumo da carne de frango brasileira, nacional
e internacionalmente, fica evidente a necessidade de pesquisas que mostrem a qualidade desses
produtos, uma vez que os alimentos de origem animal podem apresentar indices altos de
contaminacgdo por bactérias patogénicas.

Tendo em vista 0 exposto, reconhece-se que as carnes de frango resfriadas comercializadas
no Distrito Federal podem apresentar riscos a salde da populacao, pois além de chegarem ao varejo
com alto grau de contaminacédo por Salmonella, ainda portam genes de resisténcia antimicrobiana,
0s quais podem se disseminar a outras bactérias. Para pesquisas futuras, a questdo desse estudo
pode ser aprofundada ao realizar a identificacdo e prevaléncia dos sorovares de Salmonella
presentes nas carnes de frango, e ainda pode-se realizar a pesquisa de outros genes de resisténcia

antimicrobiana.
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Qualidade microbiologica de linguicas de frango do tipo frescal comercializadas no
Distrito Federal, Brasil

Microbiological quality of fresh chicken sausages marketed in the Federal District, Brazil
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Stephanie Ramos Franca®, Izabel Cristina Rodrigues da Silva', Daniela Castilho Orsi'

Resumo: As linguicas frescais estdo entre os embutidos carneos mais consumidos
pela populagao brasileira devido ao preco acessivel. Esse estudo avaliou a qualidade
microbiologica de linguigas de frango frescais comercializadas no Distrito Federal. As
analises realizadas foram: contagem total de bactérias mesodfilas e psicrotroficas,
determinagao de coliformes totais e coliformes termotolerantes, contagem de
Staphylococcus aureus e pesquisa de Salmonella spp. Os resultados mostraram que das 16
amostras de linguica de frango analisadas, 10 amostras (62,5%) estavam improprias para o
consumo de acordo com a legislagao brasileira, sendo que 9 amostras (56,3%) apresentaram
elevada contagem de microrganismos mesofilos (> 6,0 log UFC/g) e 4 amostras (25,0%)
estavam contaminadas com Salmonella spp. As bactérias Salmonella spp. foram
geneticamente confirmadas através da detecgdo de gene Jnva por PCR. Das 16 amostras de
linguica de frango analisadas neste estudo, 9 amostras (56,3%) estavam contaminadas por
bactérias S. aureus (confirmadas geneticamente através da deteccdo de gene Nuc por PCR),
sendo que 3 amostras (18,8%) apresentaram elevada contagem dessas bactérias (3,9-4,0 log
UFC/g). Assim, o uso de matérias primas contaminadas, a falta de higiene durante o
processamento e o armazenamento inadequado da linguiga frescal comprometem a sua
qualidade e podem trazer risco a saude do consumidor, pois a presenca de bactérias
patogénicas pode causar doengas de origem alimentar.

Termos para indexac¢io: linguiga de frango; contaminacao de alimentos; Salmonelia.

Abstract: Fresh sausages are one of the meat products most consumed by the Brazilian
population due to their affordable price. This study evaluated the microbiological quality of
fresh chicken sausages marketed in the Federal District. The analyzes performed were: total
count of mesophilic and psychrotrophic bacteria, determination of total coliforms and
thermotolerant coliforms, count of Staphylococcus aureus and research of Salmonella spp. The
results showed that of the 16 samples of chicken sausage analyzed, 10 samples (62.5%) were
unfit for consumption according to Brazilian legislation, with 9 samples (56.3%) showing a
high count of mesophilic microorganisms (> 6.0 log CFU / g) and 4 samples (25.0%) were
contaminated with Salmonella spp. The bacteria Salmonella spp. were genetically confirmed by
detection of the Inva gene by PCR. Of the 16 samples of chicken sausage analyzed in this
study, 9 samples (56.3%) were contaminated by S. aureus bacteria (confirmed genetically
through the detection of Nuc gene by PCR), and 3 samples (18.8%) presented high count of
these bacteria (3.9-4.0 log CFU/g). Thus, the use of contaminated raw materials, the lack of
hygiene during processing and the inadequate storage of fresh sausages compromises their
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quality and may pose a risk to consumer health, as the presence of pathogenic bacteria can lead

to food-borne diseases.

Index terms: chicken sausage; food contamination; Sa/monella.
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Introducao

As linguicas frescais, também
conhecidas como linguigas do tipo frescal,
estdo entre os produtos embutidos mais
consumidos pela populagao brasileira
devido ao prego acessivel (CORREIA et
al., 2014). As cames mais utilizadas na
producao dessas linguicas sdao de porco e
de frango (CABRAL et al, 2014). O
consumo de produtos contendo carne de
frango como hamburgueres, salsichas,
nuggets, almondegas e linguigas, aumentou
nas ultimas décadas, como resultado dos
investimentos da industria de alimentos em
processar a carne de frango para prolongar
sua vida util (SHARMA et al., 2017).

A linguica frescal ¢ um produto
embutido curado e cru, portanto, nao sofre
nenhum processo de cozimento durante sua

produgio e apresenta alta atividade de

agua. Assim, esse produto tem um prazo de
validade limitado e deve ser mantido em
temperatura de refrigeragdo. As linguigas
frescais sao produtos pereciveis, pois sao
fabricadas a partir de carne moida fresca,
assim, sdo favoraveis ao desenvolvimento
de microrganismos deterioradores e
patogénicos e tém um alto teor de gordura
favoravel a oxidagao lipidica (ALBERTI e
NAVA, 2014; CABRAL et al,, 2014; ED-
DRA etal., 2018; HUGO e HUGO, 2015)
As provaveis fontes de
contaminagdo microbiologica da linguica
frescal compreendem as carnes, 0s
envoltorios, 0s condimentos, a
manipulagao, as maquinas, os utensilios,
bem como a agua utilizada em todas as
operagdes do processamento (BEZERRA
et al, 2012). O processo de producdo da

linguica frescal envolve varias etapas de
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manipulagdo do produto e caso essas
etapas nao sejam realizadas corretamente
aumenta-se a chance de contaminagao
microbiologica por bactérias patogénicas,
comprometendo a qualidade do produto
(ED-DRA et al., 2018; VALIATTI et al.,
2016).

A qualidade final da linguica
frescal também é dependente das
temperaturas usadas para manter a cadeia
de frio. Varios estagios da cadeia de fiio,
como transporte e salas de estocagem
representam pontos criticos para 0s
produtores.  Varejistas nem  sempre
conseguem manter adequada a cadeia de
frio, o que acarreta aumento dos riscos
microbiologicos para produtos carneos
como a linguica frescal (SOUZA, 2014).

O aumento da producao e do
consumo de linguica frescal faz com que
surja uma preocupagdo em relagdo a
seguranca alimentar desse produto, visto
que tais embutidos podem ser veiculadores
de microrganismos causadores de doengas
transmitidas ~ por  alimentos  como
Salmonella spp., Escherichia coli O157:H7
e Staphylococcus aureus (ED-DRA et al.,
2018; MERLINNI et al, 2012). Sendo
assim, este trabalho teve como objetivo

avaliar a qualidade microbiologica de

linguicas de frango do tipo frescal
comercializadas no Distrito Federal.
Material e Métodos

Coleta, preparo das amostras e analises
microbiologicas

Foram coletadas dezesseis amostras
de linguigas de frango do tipo frescal de
diferentes marcas comerciais, dentro do
prazo de validade e expostas ao consumo
nos balcoes refrigerados, em diferentes
supermercados do Distrito Federal. Todas
as amostras foram analisadas em tré€s
repetigoes, ou seja, foram retiradas trés
aliquotas de cada embalagem. Para o
preparo das amostras, foram pesadas 25 g
em 225 mL de agua peptonada 0,1% (p/v).
O material foi homogeneizado, obtendo-se
desta forma a primeira diluigdo (107). A
partir da primeira diluigao obtiveram-se as
demais dilui¢des decimais (até 107™).

Para a contagem total de bactérias
mesofilas e psicrotroficas, as diluigdes de
cada amostra foram semeadas, pelo
método de superficie, no meio de cultivo
Agar Padrdo para Contagem. As placas
foram incubadas a 37°C por 24 h para
bactérias mesofilas e a 7°C + 1°C por 7
dias para bactérias psicrotroficas.

Para a determinagao do Numero

Mais Provavel (NMP) de coliformes totais
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e de coliformes termotolerantes, as
amostras foram analisadas conforme a
técnica de tubos multiplos, iniciando-se
com o teste presuntivo, que consiste na
inoculagao de cada diluigao das amostras
em caldo Lauril Sulfato Triptose. Os tubos
foram incubados a 37°C por 24 h. A
positividade do teste caracterizou-se pela
turvagao do caldo com a produgao de gas
nos tubos de Durham. Aliquotas dos tubos
positivos no teste presuntivo foram
noculadas, simultaneamente, em tubos de
ensaio contendo caldo verde brilhante bile
lactose a 2% (para a confirmagdo de
coliformes totais) e caldo Escherichia coli
(para a confirmacdo de coliformes
termotolerantes). Os  tubos  foram
incubados em estufa bacteriologica a 37°C
por 24 h para o teste de coliformes totais e
em banho-maria a 45°C por 24 h para o
teste de coliformes termotolerantes.

Para a contagem de S. aureus, cada
uma das diluicoes das amostras foi
semeada, pelo método de superficie, no
meio de cultivo Agar Sal Manitol. As
placas foram incubadas a 37°C por 48 h.
As colonias isoladas suspeitas de S. aureus
foram reisoladas em tubos de Agar Sal
Manitol e submetidas a coloragao de Gram
e 1identificagdo molecular através da
técnica de reagao em cadeia da polimerase

(PCR). Todos os resultados obtidos foram

expressos em meédia de log UFC/g ou
média de log NMP/g. Para a pesquisa de
Salmonella spp., a diluicio 107 das
amostras foi incubada a 37°C por 24 h.
Apos a incubagao, aliquotas do caldo de
enriquecimento foram transferidas para
tubos contendo 10 mL de caldo selenito
cistina. As amostras foram
homogeneizadas e incubadas a 37°C por 24
h. Apés a incubagao, procedeu-se a técnica
de isolamento, onde a partir de cada tubo,
semearam-se placas de Petri contendo o
meio de cultivo Agar Xilose-Lisina-
Desoxicolato (XLD). As placas foram
mcubadas a 37°C por 24 h. As colonias
suspeitas de Salmonella spp. no XLD
foram transferidas para tubos inclinados
contendo o meio de cultivo Agar Trés
Agucares e Ferro (TSI). Os tubos de TSI
que apresentaram reagdes tipicas de
Salmonella foram submetidos as provas
bioquimicas em Agar Lisina Ferro e Agar
Fenilalanina. As cepas isoladas suspeitas
de Salmonella spp. foram submetidas a
identificagdo molecular por meio da
técnica de PCR.
Identificacio molecular de S. aureus
e Salmonella spp.

Para extragdo do DNA, as colonias
isoladas foram inoculadas,
mdividualmente, em caldo Luria Bertani e

incubadas a 37°C por 18 h. A extragao do
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DNA foi realizada de acordo com o
protocolo proposto no kit comercial
Plasmid DNA purification MACHEREY-
NAGEL®. A qualidade e a quantidade de
DNA extraidos foram determinadas por
eletroforese em gel de agarose, em
comparacao com o padrdo de massa
molecular DNAVHindIII marcador de 100
pb (JENA®). Apés a extragdo do DNA, a
amplificagdo de fragmentos de genes foi
realizada utilizando o termociclador
Techne® modelo TC-512. As condigoes de
termociclagem foram 50°C por 2 min.,
95°C por 2 min. e 40 ciclos de
desnaturacao a 95°C por 15 seg., seguida
de 60°C por 30 seg., para o anelamento dos
oligonucleotideos e 72°C por 30 seg. para a
extensao dos fragmentos.

Foram utilizados 2,5 uL de tampao

(10 mM de Tris e 50 mM de KCI), 0,7 uL

de MgCl,, 1,5 uL de dNTPs (2,5 mM), 0,5
uL de Tag-Polimerase (Cenbiot®, 5 U/uL),
1,5 pL de oligonucleotideos foward e
reverse (10 uM), completando com agua
Milli-Q para um volume final de 25 uL por
reagao, com a amplificagdo de 10 ng de
DNA extraido da amostra bacteriana. Os
produtos de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose, contendo
brometo de etideo e visualizados sob
iluminagao ultra-violeta. O marcador de
massa molecular utilizado foi o 100 pb
DNAVHindIll  (JENA®). Para a
identificagdo de Salmonella spp. foi
utilizado o fragmento de 298 pares de base
referente ao gene inv4d e para a
identificagdo de S. aureus foi utilizado o
fragmento de 105 pares de base referente

ao gene Nuc (Tabela 1).

Tabela 1. Sequéncia dos primers e tamanho dos produtos amplificados na PCR para

identificagao dos genes inv4 e Nuc

Primer Sequéncia 5'- 3” Produto Bactéria
amplificado
invA foward CTCGCCTTTGCTGGTTTTAG
invA4 reverse CTCGCCTTTGCTGGTTTTAG 298 pb Salmonella spp.
Nuc foward TGTTTGTGATGCATTTGCTG
Nuc reverse AAAGGGCAATACGCAAAGAG 105 pb S. aureus
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Resultados e Discussao

Os resultados das  analises
microbiologicas das dezesseis amostras de
linguica de frango do tipo frescal
analisadas no presente estudo estdo
apresentados na Tabela 2. A legislagao
brasileira (BRASIL, 2019) considera para
produtos cameos crus a base de carne
moida ou picada de aves como linguicas
frescais, como limite aceitavel para
microrganismos mesofilos valores que nao
excedam 6,0 log UFC/g. No total das 16
amostras de linguiga de frango analisadas
neste estudo, 9 amostras (56,3%)
apresentaram  elevada  contagem de
bactérias mesofilas com valores médios
variando de 6,7 a 8,6 log UFC/g, e
portanto, estavam improprias para o
consumo.

Em relagdo as bactérias
psicrotroficas, 7 amostras  (43,8%)
apresentaram elevadas contagens com
valores meédios variando de 6,6 a 8,3 log
UFC/g

No estudo de Sharma et al. (2017)
foi observado um aumento significativo da
contagem de microrganismos mesofilos em
linguicas de frango frescais durante o
periodo de estocagem de 20 dias em
temperatura de 4°C, sendo que até os 10
dias de estocagem a contagem de

microrganismos mesofilos se manteve

abaixo de 6,0 log UFC/g e em 15 dias de
estocagem essa contagem aumentou para
6,9 log UFC/g. Ja no estudo de Serrano et
al. (2018) das 39 amostras de linguigas
frescais comercializadas na Suiga, 35
amostras (89,7%) apresentaram contagem
de bactérias mesofilas maior que 6,0 log
UFC/g.

O estudo de Correia et al. (2014)
mostrou um aumento da contagem de
bactérias  psicrotroficas em  linguicas
frescais de 2,7-2,8 log UFC/g (no tempo
zero de estocagem) para 8,6-9,6 log UFC/g
(em 10 dias de estocagem) a 7°C. As
bactérias psicrotroficas apresentam
desenvolvimento em temperaturas de
refrigeracao, sendo capazes de deteriorar e
diminuir a vida util de alimentos
refrigerados (BEZERRA et al., 2012).

A legislagao brasileira (BRASIL,
2019) nao estabelece um  padrao
microbiologico para enumeragao de
coliformes totais para a linguica frescal,
porém assim como as bactérias mesofilas e
psicrotroficas, este grupo € um indicador
da qualidade higiénico-sanitaria  dos
alimentos (ALBERTI e NAVA, 2014;
SERRANO et al., 2018). Neste estudo, 4
amostras (25,0%) apresentaram condigdes
insatisfatorias de higiene pelo elevado
nimero de coliformes totais (acima de 3,0
log NMP/g).
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Tabela 2. Analises microbioldgicas das amostras de linguica de frango do tipo frescal

Amostra Bactérias Bactérias Coliformes Coliformes S. aureus Salmonel
s mesofilas psicrotrofica totais termotolerantes la spp.
(log UFC/g)
(log UFC/g) (log NMP/g) (log NMP/g)
(log UFC/g)
i) 5.8+0,01 5.8+0,01 1,6 £ 0,63 0,2+0,01 1,5+042 Auséncia
2 53+0,11 50+0,13 1,7+ 0,50 0,5+048 4,0+0,06 Presenca
3 48 £0,24 53+041 2,4+£0,72 0,6 +0,32 3,9+0,05 Auséncia
4 5,7+0,03 5,1+0,05 1,5+ 0,42 0,4+0,38 1,8+0,21 Auséncia
5 2,8 +£0,22 3,0+0,13 1,2+ 0,89 0,1+0,01 ND Auséncia
6 49 +0,81 6,6 +0,01 1,4+ 0,21 0,1+0,01 1,3+0,00 Auséncia
7 7.2 +0,03 52+0,18 3,1+ 0,00 ND ND Auséncia
8 7,2 £0,01 5.8 +£0,02 1,7+ 0,38 ND 4,0+0,06 Auséncia
9 7,5+0,01 42 +0,10 1,9+ 043 0,7+0,20 ND Auseéncia
10 6,2 + 0,45 7,0 £0,17 3,1+0,23 0,9+0.45 ND Presenca
11 8,6 +0,23 7.4 +0,14 1,8+ 0,92 ND ND Auséncia
12 8,2 +0,37 7.9 £0,05 3,1+0,01 0,7+022 0,7+0,99  Auséncia
13 8,2 +0,15 7,8 +0,08 2,9+0,28 0,2+0,40 0,7+0,99 Auséncia
14 8,2 +0,06 7,7 £0,72 2,4+ 0,80 1,1+030 ND Presenca
15 39+0,11 47+0,11 2,6 £0,17 1,0+0,99 ND Auséncia
16 6,7+0,10 8,3 0,20 3,1+ 0,00 1.1+0.99 1,3+£099  Presenca

Os resultados foram expressos como médias + desvio padrao de trés repeti¢des; ND = ndo detectado
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No estudo de Silva et al. (2016) as
amostras de linguiga frescal bubalina
produzidas na Ilha do Marajo (Para),
apresentaram  valores  elevados  de
coliformes totais (acima de 3,0 log NMP/g)
e segundo os autores esses resultados
indicaram deficiéncias higiénicossanitarias
no processamento dessas linguicas.

Para os coliformes termotolerantes
a legislagdo brasileira (BRASIL, 2019)
estabelece um limite de 3,7 log NMP/g
para a linguica de frango frescal. A

Resultados semelhantes a este
estudo foram reportados por Bezerra et al.
(2012), onde as 28 amostras de linguica
frescal analisadas encontraram-se dentro
dos limites aceitaveis para coliformes
termotolerantes. Porém, outros estudos
reportaram contagens mais elevadas de
coliformes termotolerantes em amostras de
linguigas frescais. No estudo de Merlinni
et al. (2012), das 40 amostras de linguica
frescal analisadas, 20 amostras (50%)
apresentaram  excesso de coliformes
termotolerantes e estavam improprias para
o consumo. No estudo de Alberti e Nava
(2014), observou-se que 67% das linguigas
frescais obtidas em supermercados no
municipio de Xaxim (Santa Catarina)
apresentaram valores insatisfatorios para
coliformes termotolerantes. E no estudo de
Souza et al. (2014), 16 amostras de

linguigas frescais (40%) comercializadas

presenga de coliformes termotolerantes €
indicativa de contaminagao fecal direta ou
mdireta no alimento, sendo E. coli a
principal bactéria representante desse
grupo (ALBERTI e NAVA, 2014; SOUZA
et al, 2014). Todas as amostras deste
estudo apresentaram um numero aceitavel
de coliformes termotolerantes: 13 amostras
(81,3%) com valores entre 0,1 e 1,1 log
NMP/g e 3 amostras (18,8%) nao

apresentaram coliformes termotolerantes.

no oeste do Parana estavam inaceitaveis
para o consumo devido ao excesso de
coliformes termotolerantes.

Das 16 amostras de linguica de
frango analisadas neste estudo, 9 amostras
(56,3%) estavam contaminadas  por
bactérias S. aureus, sendo que 3 amostras
(18,8%) apresentaram elevada contagem
dessas bactérias (3,9-4,0 log UFC/g). O
limite permitido pela legislacao brasileira
era de 3,7 log UFC/g (BRASIL, 2001),
porém com a recente atualizagdo da
legislagao (BRASIL, 2019) nao existe mais
um limite microbioldgico para S. aureus
nas linguigas frescais.

No estudo de Valiatti et al. (2016),
das 30 amostras de linguigas frescais
analisadas comercializadas em
supermercados do municipio de Ji-Parana
(Rondonia), 2 amostras (6,7%)
apresentaram contagem de S. aureus acima

8
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de 3,7 log UFC/g. A presenga de bactérias
S. aureus na linguica frescal indica falta de
higiene do manipulador, pois essa bactéria
estd comumente presente na microbiota
humana. A bactéria S. aureus € transmitida
aos alimentos principalmente  pelas
condigdes  inadequadas de  higiene,
possibilitando também contaminagoes
cruzadas por contato com equipamentos,
utensilios e com a matéria-prima
(SERRANO etal., 2018; VALIATTI et al.,
2016). O estudo de Correia et al. (2014)
avaliou o efeito da concentracao de nitrito
(50, 150 e 200 ppm) frente a contaminagao
proposital por S. aureus em linguigas
frescais armazenadas a 7 e 12°C e
estocadas por 10 dias. Os resultados
demonstraram que em 10 dias de
estocagem as contagens de S. aureus foram
elevadas variando de 4,5 a 5,7 log UFC/g,
mostrando que a temperatura de
refrigeracdo e as concentragdes de nitrito
utilizadas ndo exerceram controle efetivo
das bactérias S. aureus. A presenca elevada
de bactérias S. aureus nos alimentos pode
causar risco a saude, pois muitas cepas sao
produtoras de toxinas estafilococicas
termoresistentes e  podem  causar
intoxicagdo alimentar no consumidor
(SERRANO et al., 2018; VALIATTI et al.,
2016).

As bactérias S. aureus foram

confirmadas nas amostras de linguigas de

frango através da identificacao do gene
Nue, que codifica uma termonuclease
produzida por S. aureus, sendo essencial
para a sua patogénese e exclusivo para as
bactérias dessa espécie (KIEDROWSKI et
al., 2011).

A legislagao brasileira (BRASIL,
2019) nao permite a presenca de
Salmonella spp. em linguicas frescais. No
presente estudo, 4 amostras (25,0%)
estavam contaminadas com Salmonella
sSpp. e, portanto, estavam improprias para o
consumo.

Resultados similares foram
reportados no estudo de Cabral et al.
(2014), onde investigou-se a presenca de
Salmonella em 80 amostras de linguicas
frescais de frango e de porco e a
positividade foi de 26%, sendo que os
autores também utilizaram o gene InvA4
para a confirmacdo molecular de
Salmonella spp.

Ainda nesse estudo, a embalagem
original ou a embalagem nas bandejas de
poliestireno realizada pelos supermercados
nao teve influéncia significativa nas taxas
de contaminagdo dessas linguicas com
Salmonella, sugerindo que a matéria prima
contaminada e as praticas inadequadas de
higiene durante o processo de fabricagao
sdo os principais fatores que aumentam a
contaminagdo da lingui¢a frescal por

Salmonella.
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No estudo de Cavalin et al. (2018),
Salmonella spp. foi isolada em 13 amostras
(28,3%) de linguigas frescais de porco e os
autores sugeriram que a presenga dessa
bactéria nas amostras ocorreu devido a
contaminagdo da planta de processamento
e ou das matérias primas utilizadas na
fabricagao das linguigas. Valiatti et al.
(2016) reportaram que das 30 amostras de
linguicas frescais comercializadas em Ji-
Parana, (Rondonia), 6 amostras (20%)
apresentaram Salmonella spp. A presenca
de Salmonella nos alimentos gera risco a
saude do consumidor, sendo essa bactéria
entérica  responsavel  por  quadros
frequentes de surtos de doencas
alimentares no Brasil (DRAEGER et al.,
2019).

As Dbactérias Salmonella foram
confirmadas nas amostras de linguicas de
frango através da identificagao do gene
inv4 que contém sequéncias exclusivas
para esse género. A presenga do gene inv4
indica que a Salmonella possui um
eficiente mecanismo de entrada e invasao
do epitélio intestinal e essa invasao é um
fator de viruléncia essencial no processo de
infecgao causado por tal patogeno, assim, o
gene inv4 € reconhecido como padrao
internacional para deteccdo de Salmonella
(MOURA, et. al., 2014;
SHANMUGASAMY, et al., 2011).

Conclusoes

Os resultados do estudo mostraram
que das 16 amostras de linguica de frango
analisadas, 10 amostras (62,5%) estavam
improprias para o consumo de acordo com
a legislagdo brasileira, sendo que 9
amostras (56,3%) apresentaram elevada
contagem de microrganismos mesofilos (>
6,0 log UFC/g) e 4 amostras (25,0%)
estavam contaminadas com Salmonella
Spp.

Em relagdo as bactérias S. aureus, 9
amostras (56,3%) estavam contaminadas
por essas bactérias, sendo que 3 amostras
(18,8%) apresentaram contagem elevada
de S. aureus (3,9-4,0 log UFC/g).

Por ser um alimento amplamente
consumido no Brasil, a cadeia produtiva
das linguicas frescais deveria ser mais
rigorosa em Trelacdo a qualidade das
matérias primas, higiene na produgdo e
manutencao da cadeia do frio, podendo
com essas medidas minimizar a
contaminagdo microbiana e melhorar a
qualidade desse produto.
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ANEXO B - NORMAS DE PUBLICACAO DO PERIODICO

Normas para Publicacio de Trabalhos
Guia para os Autores (Portugués)

A Revista Brasileira de Higiene e Sanidade Animal - Brazilian Journal of Hygiene
and Animal Sanity, ¢ um Orgao oficial de divulgacdo do Colégio Brasileiro de
Ultrassonografia Animal (CBUA), entidade sem fins lucrativos com inicio em 2019,
CNPJ 33.210.465 0001 - 26 e Universidade Federal do Ceard (UFC) desde 2007. Tem
como objetivo publicar temas relativos ao estudo das principais doengas infecciosas,
contagiosas e parasitarias emergentes. Satde publica veterinaria / satide publica humana
— zoonoses, como também na aplicacao de diagnosticos (ultrassom) de patologias em
diversas espécies animais bem como de assuntos correlatos. A revista tem periodicidade
trimestral. Os trabalhos podem ser submetidos em lingua portuguesa, inglesa e
espanhola.

O envio dos trabalhos devera ser feito por e - mail (rev.hig.san@gmail.com),
juntamente com a carta de encaminhamento e a taxa de pagamento, constando o
endereco completo da Instituicao e E-mail do autor ou autores correspondentes ao
artigo.

Este periodico nao faz qualquer restricao a titulagao académica minima para submissao
de trabalhos e a avaliacao € por dois ou trés revisores ad hoc e pelo Corpo Editorial. O
contetdo dos artigos publicados é de exclusiva responsabilidade de seus autores e os
direitos de publicacao sdao da RBHSA, sendo o contetido disponibilizado com acesso
livie na Internet (www.higieneanimal.ufc.br). Este peridodico oferece a todos os
pesquisadores acesso eletronico livre para consulta de todos os trabalhos, desde seu
primeiro volume publicado em 2007. Qualis CAPES - 2015 - Ensino: B3, Engenharia
111 B4.

Custo de publicacao

No ato da submissao ¢ requerido um depoésito de R$ 250,00 (duzentos e cinquenta reais)
nao reembolsaveis para compor as despesas com a editoragao, publicacao e atribui¢ao
do Digital Object Identifier - DOL. Se o trabalho for rejeitado na avaliagao prévia do
Comité Editorial, a taxa paga nao podera ser reutilizada para outras submissoes dos
autores e nem tampouco a devolucdo do deposito ja efetuado. O comprovante de
depdsito ou transferéncia deve ser enviado via e-mail da RBHSA
(rev. hig.san@gmail.com). Os depdsitos ou transferéncias deverao ser efetuados em
nome do: COLEGIO BRASILEIRO DE ULTRASSONOGRAFIA ANIMAL (CBUA)
— CNPJ - 33.210.465.0001 - 26 - Banco do Brasil: Agéncia bancaria: 3655-2 - Conta
corrente: 75.042-5.

Digitacao

O trabalho devera ser digitado em tamanho A 4 210 x 297mm com, no maximo, 25
linhas por pagina em espagamento entre linhas 1,5 linhas, com margens superior,
inferior, esquerda e direita em 2,5cm, fonte Times New Roman e tamanho 12. O
maximo de paginas sera 15 para artigo cientifico, 20 para revisao bibliografica e 8 para
nota, incluindo tabelas, graficos e figuras.
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Estrutura

O artigo cientifico devera ser redigido obedecendo a seguinte ordem de estrutura: titulo,
title, autores, resumo (incluindo termos para indexacao), abstract (incluindo index
terms), introdugdo, material e métodos, resultados e discussdao, conclusoes,
agradecimentos (opcional) e referéncias bibliograficas. Notas cientificas nao necessitam
obedecer a estrutura do artigo, mas devem ter, obrigatoriamente, resumo (incluindo
termos para indexagao), title e abstract (incluindo index terms).

Titulo

Deve ser escrito com apenas a inicial maiuscula, em negrito e centralizado na pagina. A
chamada de rodapé sem tragos para identificacdo deve ser extraida do titulo, devendo
constar informagdes sobre a natureza do trabalho (se extraido de tese/dissertacao) e
referéncias a instituicdes colaboradoras. Os titulos das demais se¢oes da estrutura
deverao ser escritos com apenas a inicial maiuscula, em negrito, localizados no inicio da
linha.

Autores

Os nomes completos deverao vir abaixo do titulo, somente com a primeira letra
maiuscula, um apds outro, separados por virgula e centralizados na linha. Como
chamada de rodapé na primeira pagina, deve-se indicar, de cada autor, a formacao
académica, instituicao onde trabalha e endereco eletronico.

Resumo e abstract

Devem comegar com estas palavras, na margem esquerda, com apenas a inicial
maiuscula, em negrito, contendo no maximo 250 palavras cada e entre trés e cinco
termos para indexagao, os quais nao devem constar no titulo.

Citagdo de autores no texto

Serdo feitas pelo sobrenome, com apenas a primeira letra em maiuscula, seguido do ano
de publicagdo. Citagdo com apenas um autor usar da seguinte forma: Santos (2002) ou
(Santos, 2002); com dois autores, usar Pereira & Freitas (2002) ou (Pereira & Freitas,
2002); com trés ou mais autores, usar Xavier et al. (1997) ou (XAVIER et al., 1997).

Tabelas

Serao denominadas de Tabela (em negrito), numeradas consecutivamente com
algarismos arabicos, na parte superior. Nao usar linhas verticais. As linhas horizontais
devem ser usadas para separar o titulo do cabegalho e este do contetido, além de uma no
final da tabela. Cada dado deve ocupar uma célula distinta.

Figuras

Graficos, fotografias ou desenhos levardao a denominagao geral de Figura (em negrito)
sucedida de numeragao arabica crescente e legenda na parte inferior. Para a preparagao

dos graficos deve-se utilizar “softwares” compativeis com “Microsoft Windows”
(“Excel”, “Power Point”, “Harvard Graphics”, etc.). Graficos e figuras confecciona em
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planilhas eletronicas devem vir acompanhados do arquivo com a planilha original.
Fotos e desenhos devem ser digitalizados; escaneados com 300 dpi, gravados em
arquivo nos formatos TIF ou JPG e enviados em arquivos separados do arquivo de
texto. Evitar tabelas e figuras com largura superior a 17 cm.

Agradecimentos

Logo apods as conclusdes poderao vir os agradecimentos a pessoas ou instituigdes, em
estilo sobrio e claro, indicando as razoes pelas quais os faz.

Referéncias Bibliograficas

Deverao ser apresentadas em ordem alfabética de autores e numeradas de acordo com a
NBR 6032 de agosto/2000 da ABNT e conter os nomes de todos os autores.

As referéncias sao utilizadas para convencer o leitor acerca da validade dos fatos e
argumentos apresentados. Quando adequadamente escolhidas, fornecem maior
credibilidade ao trabalho. Observa¢do: deve-se priorizar a citagdo de referéncias
atualizadas, ou seja, publicadas nos tultimos cinco anos, considerando o momento da
submissao do manuscrito. Devem ser citadas de periddicos cientificos indexados em
bases de dados nacionais e internacionais que foram consultadas na integra pelo autor
e que tenham relagdo direta, relevante com o assunto abordado; Nao incluir na lista
referéncias que nao possam ser recuperadas no original pelo leitor, como teses e
dissertagdes, trabalhos de conclusao de curso e outras fontes inacessiveis (apostilas,
anais etc.) ou obras de reduzida expressao cientifica. A atualidade da referéncia, isto €, a
citagdo de obras recentes, com menos de cinco anos, € essencial em artigos originais; As
referéncias a artigos publicados em periddicos latino-americanos e que possuem versao
em inglés, deverao ser citadas com o titulo em inglés; Nao incluir mais de 20 referéncias
e menos de 15. Todas enumeradas. Veja alguns detalhes citados abaixo.

Alguns exemplos:
Livro

DOMINGUES, P.F., LANGONI, H. Manejo Sanitario Animal. 1th ed. Rio de Janeiro:
EPUB, 2001. 210p. )

FORTES, E. Parasitologia veterinaria. 3a.ed. Sao Paulo: Icone. 686p.

GEORGI, J.R. Parasitologia veterinaria. 4a. ed. Sao Paulo: Manole, 1988. 379p.

Capitulo de livro

AKIBA, M.; TANIKAWA, E.; FUJIIL, Y. Volatile basic nitrogen (VBN) as a freshness
Indicator of fish for canning. In: FAO Tecnical conference of fish inspection and quality
control, 1st, Halifax, 1969. 4 p. (FE: FIC/69/0/52).

Tese/dissertacao

PINHEIRO, R.R. Virus da Artrite encefalica caprina. Desenvolvimento e padronizagao
de ensaios imunoenzimaticos (ELISA e Dot -Blot) e estudo epidemioldgico no Estado
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do Ceara. Belo Horizonte, 2001. 115p. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) —Escola
de Veterinaria, Universidade Federal de Minas Gerais, MG, 2001.

Artigo de revista

CALLADO, AK.C.; CASTRO, R.S.; TEIXEIRA, MF.S. Lentivirus de pequenos
ruminantes(CAEV e Maedi-Visna): revisao e perspectivas. Pesquisa Veterinaria
Brasileira , Vigosa, v.3, n.21, p.87-97, jan. 2001.

Resumo de trabalho de congresso

SALES, R.O. & DE OLIVEIRA, A.C. Comparagao entre cromatografia gasosa e de
troca i0nica para avaliacdo da qualidade nutricional da proteina da silagem da despesca
da tilapia do Nilo. In: XV CONGRESSO BRASILEIRO DE CIENCIA E
TECNOLOGIA DE ALIMENTOS, 150., 1996, Pogos de Caldas - Minas Gerais,
Anais...Pocos de Caldas: SBCTA, 1996. p.

Trabalho de congresso pela Internet

SILVA, R.N.; OLIVEIRA, R. Os limites pedagogicos do paradigma da qualidade total
na educagdo. In: CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA DA UFPE, 4., 1996,
Recife. Anais eletronicos... Recife: UFPE, 1996.

Disponivel em <http://www.propesq.ufpe.br/anais/anais/educ/ce04.htm>. Acesso em:
21 jan. 1997.

Trabalho de congresso em CD

CANDIDO, M.J.D.; BENEVIDES, L1; FARIAS, S.F. et al. Comportamento de ovinos
em pastagem irrigada sob lotagao rotativa com trés periodos de descanso. In: REUNIaO
ANUAL DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE ZOOTECNIA, 41, 2004, Campo
Grande, Anais...Campo Grande: SBZ/EMBRAPA Gado de Corte, 2004, (CD -ROM-
AMB 055).

Nas referéncias atentar para esses detalhes.

1.ANTUNES, M.C. et al. Postharvest quality of strawberry produced during two
consecutive seasons. Horticultura Brasileira, v.32, n.2, p.168-173, Apr./Jun. 2014.
Available from: <Available from: http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0102-
05362014000200168&script=sci_arttext >. Accessed: Apr. 01, 2015. doi:
10.1590/S0102-05362014000200008. [ Links ]

2.CAPRONI, CM. et al. Producao sustentavel de morangueiro. Revista
Agrogeoambiental, v.5, n.3, p.91-98, Dec. 2013. Available from: <Available from:
http://agrogeoambiental.ifsuldeminas.edu.br/index.php/Agrogeoambiental/article/view/
545/544 >. Accessed: Apr. 22, 2015. [ Links ]

3.COCCO, C. et al. Strawberry yield submitted to different root pruning intensities of
transplants. Revista Brasileira de Fruticultura, v.34, n.4, p.1284-1288, Dec. 2012.
Available from: <Available from:
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http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-29452012000400039 >.
Accessed: Mar. 23, 2015. doi: 10.1590/S0100-29452012000400039. [ Links ]

4 HENZ, G.P. Desafios enfrentados por agricultores familiares na producao de morango
no Distrito Federal. Horticultura Brasileira, v.28, n.3, p.260-265, Jul./Sep. 2010.
Available from: <Available from:
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-05362010000300003 >.
Accessed: Mar. 12, 2015. doi: 10.1590/S0102-05362010000300003. [ Links ]

5.MAZARO, S.M. et al. Comportamento pos-colheita de frutos de morangueiro apos a
aplicacao pré-colheita de quitosana e acibenzolar-s-metil. Revista Brasileira de
Fruticultura, v.30, n.1, p.185-190, Mar. 2008. Available from: <Available from:
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-
29452008000100034&script=sci_abstract&tlng=pt >. Accessed: Apr. 22, 2015. doi:
10.1590/S0100-29452008000100034. [ Links ]

6. MIRANDA, FR. et al. Production of strawberry cultivars in closed hydroponic
systems and coconut fibre substrate. Revista Ciéncia Agronomica, v.45, n.4, p.833-841,
Oct./Dec. 2014. Available from: <Available from:
http://www.scielo.br/pdfirca/v45n4/22. pdf >. Accessed: Feb. 27, 2015. [ Links |

7NUNES, C.F. et al. The genetic diversity of strawberry (Fragaria ananassa Duch.)
hybrids based on ISSR markers. Acta Scientiarum. Agronomy, v.35, n.4, p.443-452,
Oct. 2013. Available from: <Available from:
http://periodicos.uem.br/ojs/index.php/ActaSciAgron/article/view/16737 >. Accessed:
Mar. 10, 2015. doi: 10.4025/actasciagron.v35i4.16737. [ Links |

8 NYOIKE, T.W. et al. Confirmation of Meloidogyne hapla on strawberry in Florida
using molecular and morphological techniques. Nematropica, v.42, n.2, p.253-259, Dec.
2012. Available from: <Available from:
http://journals.fcla.edu/nematropica/article/view/81857/78980 >. Accessed: Mar. 21,
2015. [ Links ]

9.PINHEIRO, JB. et al. Reagdo de genotipos de Capsicum ao nematdide-das-galhas.
Horticultura Brasileira, v.32, n.3, p.371-375, Jul./Sep. 2014. Available from: <Available
from: http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0102-
05362014000300371&script=sci_arttext >. Accessed: Mar. 12, 2015. doi:
10.1590/S0102-05362014000300022. [ Links ].

Informacoes Gerais

Missdo Publicar Artigos Técnico - Cientificos (trabalhos originais) de importancia nacional e
internacional inerentes com o objetivo de publicar temas relativos ao estudo das principais
doengas infecciosas, contagiosas e parasitarias emergentes. Saude publica veterinaria / saude
publica humana — zoonoses, como também na aplicagdo de diagndsticos (ultrassom) de
patologias em diversas espécies animais bem como de assuntos correlatos.

Publico

Aberta aos profissionais de nivel superior, professores, pesquisadores e estudantes
ligados as areas de Medicina Veterinaria e recursos naturais.
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Politica editorial

Trabalhos submetidos a publicacao serao enviados a trés revisores e publicados
somente, os artigos aprovados pelo menos por dois revisores e pelo corpo editorial. Os
revisores de cada artigo serdo, obrigatoriamente, de instituicdes distintas daquela de
origem dos autores. As opinides emitidas nos trabalhos s3ao de exclusiva
responsabilidade de seus autores.

Declaracio de Direito Autoral

A revista se reserva o direito de efetuar, nos originais, alteragoes de ordem normativa,
ortografica e gramatical, com vistas a manter o padrao culto da lingua e a credibilidade
do veiculo. Respeitara, no entanto, o estilo de escrever dos autores.

AlteragOes, corregdes ou sugestdes de ordem conceitual serdo encaminhadas aos
autores, quando necessario.

Politica de Privacidade

Os nomes e enderecos informados nesta revista serdo usados exclusivamente para os
servigos prestados por esta publicacao, nao sendo disponibilizados para outras
finalidades ou a terceiros.

Ronaldo de Oliveira Sales

Editor-in-Chief

Revista Brasileira de Higiene e Sanidade Animal
Fortaleza -CE, Brasil

E-mail (rev.hig.san@gmail.com).
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