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RESUMO

Objetivou-se investigar a presenga de Salmonella spp e seus sorovares da cadeia produtiva de
frangos de corte do Estado do Maranhao, assim como caracterizar o perfil fenotipico e genotipico
de resisténcia antimicrobiana e identificar os fatores associados ao risco de contamina¢do do abate
artesanal de aves. Foram coletadas 240 amostras do ambiente de criagao (suabe de arrasto, propé,
fezes e racdo), 100 amostras de suabe cloacal e 180 amostras de carcagas, as quais foram
analisadas quanto a presenga de Salmonella spp. Os isolados foram sorotipificados, testados
quanto a suscetibilidade antimicrobiana e detectados os genes codificadores de resisténcia.
Realizou-se um estudo observacional transversal em 85 abatedouros artesanais de frangos de
corte, onde avaliou-se os procedimentos de abate através de um inquérito epidemiologico e os
dados foram associados a contaminagdo por Salmonella spp. nas carcagas comercializadas. Os
resultados mostraram uma ocorréncia da Salmonella spp. de 25,0% (15/60) em suabe de arrasto;
16,6% (10/60) de propé; 1,6% (1/60) em fezes cecais; auséncia (0/60) em racao; 7% (7/100) de
suabe cloacal e 48,8% (88/180) em carcagas de frango. Foram isolados 121 cepas de Salmonella
spp. sendo identificados Salmonella enterica sorovar: Schwarzengrund (n=34), Albany (n=24),
Enteritidis (n=9), Heidelberg (n=9), Panama (n=6); Kentucky (n=5), Muenchen (n=5), Hadar
(n=3), Agona (n=3), Typhimurium (n=2), Derby (n=1), Orion (n=1), Anatum (n=1), Stenftenberg
(n=1), Worthing (n=1), 0:4,5 (n=9), 0:6.8 (n=3), 0:3,10 (n=2) e 0:4,5:1,v:- (n=1). Salmonella
ser. Schwarzengrund apresentou maior predomindncia no fluxo de produgdo das aves, sendo
isolado em 05 amostras ambientais, 02 de aves vivas e 27 de carcacas. Constatou-se a resisténcia
antimicrobiana em 98 (81%) amostras e destas, 73 (60,3%) apresentaram resisténcia multipla a
antimicrobianos (MDR). Os isolados apresentaram resisténcia para as sulfonamida (58,8%),
trimetoprim (48,8%), tetraciclina (45,5%), acido nalidixico (44,6%), amoxicilina (26,4%),
ampicilina (26,4%), cefazolina (22,3%), estreptomicina (21,5%), nitrofurantoina (2,5%),
imipenem (1,6%), cloranfenicol (1,6%) e gentamicina (0,82%). Nao foi encontrada resisténcia a
norfloxacina, ciprofloxacina e fluorfenicol. Salmonella sorovares Schwarzengrund (n=25),
Albany (n=17), Enteritidis (n=7) e Heidelberg (n=7) apresentaram maior frequéncia de fenotipos
MDR. Em 50 isolados desses sorovares, foram detectados os genes de resisténcia blactx-m
(n=11), blactx-M2 (n=6) e blasuv (n=3), sull (n=27), sul2 (n=5), tetA (n=13), tetB (n=28), tetC
(n=22), tetE (n=4), dfrA12 (n=13) e dfrAl (n=7). Na avaliagdo de abatedouros artesanais de
frango, verificou-se que 45 (52,9%) amostras estavam contaminadas por Salmonella spp., 83
(97,6%) por coliformes termotolerantes, com contagens variando de 101 a 108 NMP/g e
contaminagdo por bactérias mesofilas com contagens variando de 102 a 108 UFC/g. A
contaminagdo de Salmonella nas carcagas teve significativa associag¢do (p<0,05) com a presencga
de aves vivas na area de processamento, contaminagdo fecal visivel durante a evisceragao,
residuos de penas, residuos de visceras e contato entre carcacas durante o processamento. Os
resultados encontrados indicam a necessidade de implementagdo do controle sanitario na cadeia
produtiva de aves para as salmonelas paratificas, especialmente nos abatedouros artesanais, com
risco de veiculagdo da Salmonella spp. carreadoras de genes que codificam resisténcia multipla a
drogas através dos produtos comercializados.

Palavras-chave: Salmonelose. Antimicrobianos. Aves. Genes de resisténcia. Abatedouros.
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ABSTRACT

This study aimed to investigate the presence of Salmonella spp. and its serovars of the poultry
productive chain of the State of Maranhdo, characterize the phenotypic and genotypic profile of
antimicrobial resistance and identify the factors associated with the risk of contamination in
small-scale poultry slaughtering. We collected 240 creation of environmental samples (drag swab,
boot swab, feces and feed), 100 cloacal swab samples and 180 samples of carcasses, which were
analyzed for the presence of Salmonella spp. The isolates were serotyped, tested for antimicrobial
susceptibility and genes encoding resistance detected. We conducted a cross-sectional
observational study in 85 poultry slaughterhouse, where we evaluated the slaughtering procedures
using an epidemiological survey and the data associated with Salmonella spp. contamination in
carcasses. The results showed an occurrence of Salmonella 25.0% (15/60) in drag swabs, 16.6%
(10/60) in boot swabs, 1.6% (1/60) in cecal feces, absence (0 / 60) in feed, 7% (7/100) of cloacal
swabs and 48.8% (88/180) in chicken carcasses. There was isolated 121 strains of Salmonella spp.
being identified Salmonella enterica serovar: Schwarzengrund (n = 34), Albany (n = 24),
Enteritidis (n = 9), Heidelberg (n = 9), Panama (n = 6); Kentucky (n = 5), Muenchen (n = 5),
Hadar (n = 3), Agona (n = 3), Typhimurium (n = 2), Derby (n = 1), Orion (n = 1), Anatum (n = 1),
Stenftenberg (n = 1), Worthing (n=1), 0: 4.5 (n=9),0: 6.8 (n=3)0:3.10(n=2) and O: 4.5: 1
v - (n=1). Salmonella ser. Schwarzengrund presented higher prevalence in the poultry production
flow, and isolated in 5 environmental samples, 2 live birds samples and 27 carcasses samples. It
was found antimicrobial resistance in 98 (81%) isolates and of these, 73 (60.3%) had multiple
antibiotic resistance (MDR). The isolates were resistant to sulfonamide (58.8%), trimethoprim
(48.8%), tetracycline (45.5%), nalidixic acid (44.6%), amoxicillin (26.4%), ampicillin (26 , 4%),
streptomycin  (21.5%), cefazolin (22.3%), nitrofurantoin (2.5%), imipenem (1.6%),
chloramphenicol (1.6%) and gentamicin (0.82%). Resistance was not found norfloxacin,
ciprofloxacin and fluorfenicol. Salmonella serovars Schwarzengrund (n = 25), Albany (n = 17),
Enteritidis (n=7) and Heidelberg (n=7) presented higher frequency of MDR. In 50 isolates, they
were detected genes blactx m (n=11), bla ctx-M2 (n = 6) and blasav (n = 3), sull (n=27), sul2
(n=5), tetA (n = 13), tetB (n = 28), tetC (n = 22), tetE (n=4), dfrA12 (n=13) and dfrA1 (n=7). In
evaluating small-scale poultry slaughterhouse, we found 45 (52.9%) samples were contaminated
with Salmonella spp., 83 (97.6%) of coliforms, with counting range 101-108 NMP / g
contamination by bacteria mesophilic with counts ranging from 102 to 108 UFC/g. The
contamination of Salmonella in carcasses had significant association (p = 0.05) with the presence
of live birds in the processing area, visible fecal contamination during evisceration, feather
leftovers, offal leftovers and contact between carcasses during processing. The results indicate the
need for implementation of sanitary control in the poultry production chain for paratyphoid
salmonellas, especially in poultry slaughterhouses, and the risk of placement of Salmonella spp.
presenting the genes encoding resistance to multiple drugs through market products.

Keywords: Salmonelose. Antimicrobial. Poultry. Resistance Gens. Slaughterhouses.
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1 INTRODUCAO

A cadeia produtiva de frangos de corte ¢ uma das atividades mais
organizadas e dindmicas no setor agropecudrio brasileiro, contribuindo significativamente
para economia do pais e exportagdes de produtos agroindustriais (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE PROTEINA ANIMAL - ABPA, 2012). Para garantir a produtividade anual
e a competitividade, a avicultura de corte investe em programas de qualidade em toda cadeia,
principalmente através do controle de enfermidades que possam comprometer a saide das
aves e dos consumidores (MENDONCA, 2011).

As normas de biosseguridade empregadas na avicultura industrial
dificultam, mas ndo impedem a presenca de micro-organismos patogénicos nas criagdes e,
consequentemente, nos produtos de origem avicola (SILVA; DUARTE, 2002). Dentre os
patdgenos veiculados por alimentos, as bactérias do género Salmonella destacam-se como as
enterobactérias de maior importancia, sendo responsaveis por significantes taxas de
morbidade e mortalidade, envolvendo surtos em seres humanos causados pelo consumo de
alimentos contaminados (ANDINO; HANNING, 2015). No Brasil, sua importancia deve-se
ao fato de ser o principal agente etioldgico de doencas transmitidas por alimentos (BRASIL,
2015).

Salmonella spp. ¢ capaz de infectar uma grande variedade de espécies de
animais, porém as aves domésticas sdo consideradas o principal reservatério capaz de
introduzi-la na cadeia alimentar do homem (CARDOSO; TESSARI, 2008). Os relatos de
isolamento de Salmonella spp. sdo maiores na avicultura (OIE, 2010), relacionados
principalmente com a alta densidade das criagdes e com as infec¢des subclinicas em frangos,
0 que permite a perpetuacdo da bactéria no ambiente de criacdo e nas aves até a idade de abate
(ANDREATTI FILHO et al., 2009; VOLKOVA; BAILEY; WILLS, 2009).

Dentre os milhares de sorovares, Salmonella enterica sorovar Enteritidis e
S. enterica sorovar Typhimurium sdo os principais responsaveis por salmoneloses em seres
humanos associadas ao consumo de produtos de origem avicola (CENTER FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION - CDC, 2010; TESSARI et al., 2012). Apesar de esforcos
através de programas de monitoramento e biosseguridade, sorovares de importancia para
sade publica ainda estdo presentes em varias criagcdes de frangos de corte no Brasil
(ANDREATTI FILHO et al., 2009; BONI; CARRIJO; FASCINA, 2011; BORSOI, 2005;
CARDOSO et al., 2013; RAVAGNANTI et al., 2012).
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Os locais de abate e a forma de comercializacdo de frangos abatidos podem
influenciar na disseminagdo de Salmonella spp. ¢ na contaminagdo do produto final. A ave
infectada chega ao abatedouro e, por falhas nos procedimentos de abate, principalmente na
evisceragdo e sucessiva manipulacdo, contamina a carcaga, especialmente sua superficie
(JAY, 2005). As condi¢des higiénicas dos locais de abate e a temperatura de conservagdo da
carne sdo fatores determinantes para aumentar a carga de micro-organismos na carcaca, pondo
em risco a saude dos consumidores (LUNDGREN et al., 2009).

O uso abusivo de antimicrobianos na medicina humana, veterinaria e na
producdo animal tem levado ao surgimento de Salmonella spp. resistentes a antimicrobianos,
com aumento crescente de registros de isolamento de fenotipos com resisténcia multipla a
drogas (MDR) (AKBAR; ANAL, 2012; KOTTWIZ et al., 2012; MENDONCA, 2011; VOSS
REACH et al., 2014). A possibilidade de transferéncia de genes de resisténcia a microbiota
residente no intestino aumenta a relevancia desse assunto quando de se trata de agentes
patogénicos como a Salmonella (DAHSHAN, 2010). O monitoramento constante com a
identificacdo dos sorovares desse patdogeno ao longo da cadeia de produgdo, assim como sua
resisténcia antimicrobiana serve como subsideo as medidas de controle nas granjas e
abatedouros, evitando a disseminagdo de patdogenos resistentes na cadeia alimentar.

No estado do Maranhao, a avicultura de corte ¢ uma atividade que contribui
para a economia dos municipios e para a oferta de alimentos a populagdao. De acordo com a
Associacao de Avicultores do Maranhdao (AVIMA, 2012), a produgdo mensal de frangos por
granjas de corte em sistemas de integracdo ou independente alcanga 2 milhdes de aves, com
producao de mais de 4 milhdes de quilos de carne de frango. A demanda por esse alimento no
Maranhao ¢ maior do que a capacidade de producdo da cadeia produtiva de frangos no estado,
0 que tem permitido a importagdo de aves do Ceara, Tocantins e Piaui. A cadeia produtiva de
frangos de corte dentro do Maranhdo ¢ diferenciada das demais quanto aos seus elos finais,
pois processa-se sem a presenca de abatedouros industriais no estado (Figura 1). Os
entrepostos, locais que distribuem as aves em idade de abate, destina a maioria das aves para
pequenos abatedouros localizados em mercados publicos de diversos municipios, onde
realizam o abate de forma artesanal, sem inspecao sanitdria e com condi¢des de infraestrutura
inapropriadas para essa atividade. Ademais, uma parcela da populacao ainda preserva o habito
cultural de consumir o frango recém- abatido, com escassez de informacdes sobre a qualidade

higiénico sanitaria desse produto.
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Tendo em vista a importancia da carne de frango e derivados na veiculagao
de Salmonella ao seres humanos, € que este patdogeno tem sido registrado como um dos
agentes que sofre pressao seletiva de antimicrobianos da produgdo, aumentando os casos de
resisténcia antimicrobiana, tornou-se oportuno um estudo da disseminacdo desse agente ao
longo das diversas etapas de produgdo, isto é, da granja ao abate, obtendo conhecimento
importante sobre a epidemiologia da Salmonella e o risco de transmissdo de doengas de

origem alimentar a populacdo maranhense.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 CARACTERIZACAO DO GENERO Salmonella

Salmonella consiste em uma bactéria anaerobica facultativa, Gram negativa,
nao formadora de esporos, em forma de pequenos bacilos com tamanho geralmente entre 2 a
5 um de comprimento por 0,5 a 1,5 um de largura (GRIMONT; WEILL, 2007). O género
pertence a familia Enterobacteriaceae e existem duas espécies: Salmonella enterica e
Salmonella bongori, sendo a primeira dividida em seis subespécies: enterica, salamae,
arizonae, diarizonae, houtenae e indica (BARROW; METHNER, 2013).

Conforme a classificacdo de Kaufmann-White, o género Salmonella
apresenta variabilidade antigénica presentes na superficie da célula: os de natureza
polissacaridica, denominada os antigenos somaticos (O) e antigenos capsulares (Vi); e de
natureza proteica, os antigenos flagelar (H). A partir das diferengas em funcdo de seu perfil
antigénico, o género Salmonella possui subdivisdes denominada sorovares (Quadro 1)
(GRIMONT; WEILL, 2007). Sao descritos 2.610 sorovares para o género Salmonella, sendo
S. enterica subsp. enterica a que apresenta o maior nimero de sorovares ¢ detém os de maior

importancia para medicina humana e veterinaria (AGBAIJE et al., 2011).

Quadro 1 —Classificagdo de alguns sorovares de Salmonella enterica conforme tipagem
antigénica.

Sorovar Grupo Antigeno

O H
Salmonella Pullorum D 1,9,12 -
Salmonella Gallinarum D 1,9,12 -
Salmonella Enteritidis D1 1,9,12 g,m:-
Salmonella Typhimurium B 4,5,12 I: 1,2
Salmonella Heidelberg B 1.4,[5], 12 r:1,2
Salmonella Schwarzengrund B 1,4,12,27 d:1,7
Salmonella Albany C 8,20 74, 724

Fonte: Grimont ¢ Weill (2007)
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A Salmonella ¢ amplamente difundida na natureza e capaz de infectar o
trato gastrointestinal de seres humanos e de animais domésticos, podendo estar presente em
aves, répteis ¢ ocasionalmente em insetos (ANDINO; HANNIG, 2015). A Salmonella
enterica subespécie enterica esta adaptada em infectar animais vertebrados de sangue quente
(aves e mamiferos), enquanto Salmonella bongori infecta principalmente vertebrados de
sangue frio (SINGH, 2013).

De acordo com Grimont ¢ Weil (2007) e com Center for Disease Control
and Prevention — CDC (2013), a nomenclatura dos sorovares do género Salmonella devem ser
descritos juntamento com a espécie ¢ a subespécie, como por exemplo Salmonella enterica
subsp. enterica sorovar Typhimurium ou Salmonella enterica sorovar Typhimurium. Apos a
primeira descri¢do, as designagdes poderm ser limitadas a S. enterica ser. Typhimurium ou
Salmonella ser. Typhimurium. Nao ¢ aceita a abreviagdo do género sem a especificagdo da
espécie, como visualizado em algumas referéncias presentes na literatura, por exemplo, S.

Typhimurium.

Quanto as caracteristicas de crescimento e perfil bioquimico, Salmonella
spp. sdo mesofilas, com temperatura 6tima de crescimento entre 35 a 37°C, ndo sobrevivem a
temperatura de 60°C por 20 minutos; sdo fermentadoras de glicose com producao de acido e
gas, especialmente H»S, e sdo normalmente moveis, exceto Salmonella enterica sorovar
Gallinarum e Salmonella enterica sorovar Pullorum, que sdo incapazes de produzir gas e sdo
imoéveis; sdo urease e oxidase negativas; reduzem nitrato e nitrito (exceto algumas cepas de S.
enterica sorovar Choleraesuis), reagem positivamente em vermelho de metila (exceto algumas
cepas Salmonela ser. Pullorum) e apresentam lisina descarboxilase; crescem em pH entre 3,8
a 9,5 e com atividade de agua minima de 0,94 (FRANCO; LANDGRAF, 2008; SILVA et al.,
2010).

Os diferentes sorovares de Salmonella podem infectar e sobreviver em um
ou mais hospedeiros e essa habilidade estd relacionada as caracteristicas fisiologicas e
imunologicas do animal hospedeiro, da presenca de organismos comensais € das proprias
caracteristicas genéticas do patogeno (FOLEY et al., 2013). De acordo com sua
especificidade, os sorovares de Salmonella enterica podem ser classificados em trés grupos. O
primeiro grupo inclui sorovares irrestritos, capazes de infectar uma grande variedade de
hospedeiros. Os sorovares Salmonella ser. Typhimurium e Salmonella enterica sorovar
Enteritidis sdo exemplos classicos de sorovares desse grupo, apresentando relevante

importancia para satide animal e saide publica, pois afetam aves, suinos, equinos, roedores,
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humanos, ovinos ¢ bovinos (BERCHIERI JUNIOR et al., 2009). Eles causam doencas
entéricas leves ou podem persistir dentro do hospedeiro, sem quaisquer sintomas clinicos
graves, apesar de poderem causar doenga grave em hospedeiros jovens (BAUMLER et al.,
1998).

O segundo grupo inclui sorovares de Salmonella adaptados a um tipo
hospedeiro especifico, causando infeccao sistémica grave e podendo acidentalmente infectar
outros hospedeiros, que funcionam como portadores. Salmonella ser. Choleraesuis enquadra-
se nesse grupo, causando infec¢do em suinos, podendo infectar outros hospedeiros portadores
como roedores ¢ seres humanos (OIE, 2010; SINGH, 2013).

O terceiro grupo ¢ composto por sorovares com hospedeiro restrito, de
forma que acometem somente um hospedeiro especifico. Salmonella ser. Gallinarum e
Salmonella ser. Pullorum pertencem a esse grupo, infectando exclusivamente as aves. Eles
exclusivamente causam infeccdo sist€émica, podendo ser fatal para seu hospedeiro e
apresentam tropismo por oOrgdos linfaticos (BERCHIERI JUNIOR et al., 2009;
SNOEYENBOS; WILLIAMS, 1991).

A maioria dos sorovares de Salmonella spp. é hospedeiro ndo especifico e
pode causar doencas de origem alimentar para os seres humanos, adquiridas através da
ingestdo de alimentos e 4gua contaminados (FREITAS NETO et al., 2010). Dois grupos de
doengas podem ser desencadeadas pelo género Salmonella: o grupo da febre tifoide e das
febres entéricas, causadas por Salmonella enterica sorovar Typhi e Salmonella enterica
sorovar Paratyphi, respectivamente, € o grupo das salmonelas ndo tifoides ou salmoneloses,
causadas pelos demais sorovares. Esta ultima apresenta infecgdes geralmente autolimitadas,
com dores abdominais, nauseas, vOmitos, diarreia, com intensa desidratacdo. Casos de
infeccdes extraintestinais, como meningite € septicemias, podem acontecer em grupos mais
sensiveis da populacdo como criangas pequenas, idosos e imunocomprometidos, necessitando
de tratamento com uso de antimicrobianos (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2010;
SHINOHARA et al., 2008; TESSARI et al., 2012).

2.2 Salmonella spp. NA PRODUGCAO DE FRANGOS DE CORTE

A salmonelose aviaria ¢ um dos problemas sanitdrios de maior relevancia
para a avicultura industrial do mundo. Refere-se ao grupo de doencas agudas ou cronicas
causadas por um ou mais membros do género Salmonella que acometem as aves, existindo

trés formas de manifestagdo: a pulorose, causada pela Salmonella ser. Pullorum, o tifo aviario,
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causado pela Salmonella ser. Gallinarum, e o paratifo aviario, causado pelos demais sorovares
de S. enterica (SNOEYENBOS; WILLIAMS, 1991).

A Pulorose e o Tifo avidrio sdo doengas septicémicas que acomentem as
galinhas, perus, faisdes, codornas, patos e pavoes. A Pulorose, conhecida como diarreia
branca, apresenta-se predominantemente em aves jovens, provocando inapeténcia, depressao,
diarreia branca caseosa e morte em poucos dias. O Tifo Aviario acomete aves adultas,
causando inicialmente diarreia de coloracao amarelo esverdeada, seguido de aumento da taxa
de mortalidade, diminui¢do do consumo alimentar e queda na producdo de ovos (ANDINO;
HANNING, 2015; BERCHIERI JUNIOR et al, 2009).

Por conta dos elevados prejuizos economicos, a Pulorose e o Tifo Avidrio
foram intensamente combatidos na avicultura industrial nas Ultimas décadas, através de
programas sanitarios rigorosos € vacinacdes, sendo que atualmente sdo enfermidades
erradicadas na maioria das industrias avicolas mundiais, especialmente em paises como nos
Estados Unidos, Canada e leste europeu (SINGH, 2013; SILVA; DUARTE, 2002). No Brasil,
a Pulorose e o Tifo Aviario sao monitorados desde 2003 pelo Programa Nacional de Sanidade
Avicola (PNSA) do Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA), em que a
certificagdo e controle de nucleos de estabelecimentos avicolas livres de Salmonella ser.
Gallinarum e Salmonella ser. Pullorum sdo obrigatorios (BRASIL, 2003a).

O paratifo aviario representa a salmonelose aviaria de maior risco para a
avicultura atual e apresenta importancia para saude publica (CARDOSO et al., 2013). Nas
aves, a doenga caracteriza-se por provocar um quadro entérico ou sistémico em aves jovens
ou adultas, mas na maioria dos casos, causam infecgdes subclinicas, possibilitando a
permanéncia da bactéria no trato digestério dos frangos até¢ o abate (ANDINO; HANNIG,
2015). O estado de portador ¢ o fator epidemioldgico mais relevante do paratifo, o que
converte as aves em uma fonte continua de contaminacdo para o meio ambiente e para os
produtos de origem animal, favorecendo a introducdo das salmonelas na cadeia alimentar
(CARDOSO; TESSARI, 2008).

De modo geral, a principal forma de transmissdo das salmoneloses aviarias ¢
através da ingestdo de agua e/ou ra¢do contaminados, assim como ingestdo de material fecal
(BACK, 2010). Salmonella ser. Enteritidis, Salmonella ser. Typhimurium e Salmonella
enterica sorovar Heidelberg sdo invasivas e podem ser transmitidas por via vertical, na qual a
bactéria atinge os foliculos ovarianos e oviduto, infectando os ovos ou contamina a casca dos
ovos por meio das fezes no momento que passa pela cloaca (GAST; GUARD-BOULDIN;
HOLT, 2004; HERMANN, 2012). Em razao da microbiota intestinal ndo desenvolvida e ao



21

baixo desafio imposto pelo sistema industrial de criacdo atual, as aves jovens sdo
consideradas mais suscetiveis a colonizagao da Salmonella no trato gastrointestinal durante os
primeiros dias, por transmissao vertical ou por transmissao horizontal nos incubatorios
durante o manuseio e transporte (FOLEY et al., 2011; REVOLLEDO; FERREIRA; MEAD,
2006).

Namata et al (2009), analisando os fatores de risco para prevaléncia e
persisténcia de Salmonella em lotes de frangos de corte na Bélgica, demonstraram que os
pintos de um dia infectados com Salmonella representaram o primeiro grande fator de risco
no controle das salmoneloses nos plantéis avicolas. No Brasil, Moraes et al. (2014) coletaram
amostras de figado, coracdo, saco de gema, meconio de pintos com um dia de vida, antes do
alojamento, de 32 lotes de frangos de corte da regido de Goias e constataram a frequéncia de
6,2%, 4,7%, 3,1% e 4,7%, respectivamente, de Salmonella spp. nas amostras, indicando a
ocorréncia de transmissdo via ovo, provavelmente por matrizes ou ovos infectados no
incubatério. Conforme os autores, os incubatorios comerciais podem ser ambientes de
potencial contaminagao e disseminag@o de enteropatégenos como Salmonella.

A contaminacdo da ragdo e suas matérias-primas ¢ apontada como um
importante veiculo de salmonelas paratificas para plantéis de frangos de corte. Os alimentos
contaminados pela bactéria t€ém sido a fonte comum de introducdo de novas cepas de
Salmonella na cadeia de produgdo animal, visto que a ra¢do de aves contém ingredientes de
origem mista e pode conter uma variedade de cepas de salmonelas “exdticas” (OIE, 2010). As
racdes e suas matérias primas, principalmente de origem animal, sdo referenciadas como
produtos que apresentam quase sempre altas taxas de contaminagdo por Salmonella spp.
responsavel pelo paratifo aviario (BARROW; METHNER, 2013; HOFER; SILVA FILHO;
REIS, 1998; SILVA; DUARTE, 2002).

As infeccdes paratificas sdo de dificil controle no sistema de integragao de
aves, pois envolve uma epidemiologia complexa com vdarias fontes de contaminagdo
ambiental (CARDOSO; TESSARI, 2008). Dentre as diferentes fontes, a cama aviaria pode ser
um importante reservatorio de Salmonella spp. para aves do mesmo ou diferentes lotes, visto
que sua reutilizagdo ¢ uma pratica comumente adotada (BONI; CARRIJO; FASCINA, 2011;
VIEIRA, 2011). O status microbiologico da cama avidria, através do suabe de arrasto, serve
como um instrumento de monitoramento epidemiologico de Salmonella spp. em criagdes de
aves (ANDREATTI et al., 2009; BRASIL, 2013). De acordo com pesquisas realizadas em
aviarios brasileiros, localizados em diferentes unidades federativas, a taxa de isolamento de

Salmonella em cama aviaria varia de 0 até¢ 21,2% (Quadro 2). Esses estudos apontam
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Salmonella ser. Enteritidis como o mais prevalente em isolamentos de criagdes de frangos de
corte brasileiras nos 0ltimos dez anos. Porém, outros sorovares de S. enterica como
Senfterberg, Mbandaka, Havana e Heidelberg apresentam igual ou maior ocorréncia em

algumas regioes.

Quadro 2 — Ocorréncia de Salmonella enterica em cama aviaria de criagdes de frango do
Brasil, por meio da coleta de material por suabe de arrasto.

Ano de Numero de | Ocorréncia | Principais sorovares Autores
publicagdo | amostras de S. enterica (Estado)
identificados
2005 101 15,8% Enteritidis, Agona Borsoi
Tenesse, Ohio (Rio Grande do Sul)
2009 806 2,7% Give, Enteritidis Andreatti et al.
(Sao Paulo)
2011 134 3,75% Typhimurium, Boni; Carrijo;
Senftenberg, Fascina
Enteritidis (Mato Grosso)
2012 20 0 Nao encontrado Ravagnani et al.
(Parana)
2013 976 21,2% Enteritidis, Cardoso et al.
Worthington (Sao Paulo e Goias)
Senftenberg
2014 96 9,4% Enteritidis, Havana Moraes et al.
Mbandaka (Goias)
2015 342 11,4% Heidelberg, Pandini et al.
Mbandaka (Parana)
Newport,
Schwarzengrund

Apos o controle e declinio da Salmonella ser. Gallinarum e Salmonella ser.
Pullorum nas criagdes de frango, Salmonella ser. Enteritidis ¢ registrado como o mais
predominante em infecgdes paratifoides nos Estados Unidos e no Brasil (ANDINO;
HANNING, 2015; SILVA; DUARTE, 2002). No entanto, percebe-se que, recentemente, esta
ocorrendo mudangas na prevaléncia de sorovares de Salmonella em aves comerciais ¢ em
ambientes de criagdo, por conta de programas voluntarios de erradicagdo da Salmonella e uso
de vacina contra Salmonella ser. Enteritidis (FOLEY et al., 2011). Em um estudo temporal
sobre os sorovares de Salmonella enterica presentes em propriedades avicolas pertencentes
aos principais estados produtores de carne de frango (Parana, Santa Catarina, Mato Grosso do

Sul), Voss-Rech et al. (2015) isolaram 82 cepas de Salmonella spp. de 1.543 amostras de
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suabe de arrasto nos anos 2009 e 2010 e verificaram que os sorovares de S. enterica mais
comuns foram Minnesota, Infantis, Heidelberg, Senftenberg e Mbandaka.

Os estudos epidemiologicos sobre a contaminagdo de Salmonella em
criacdes de frangos mostram que os principais fatores de riscos associados a ocorréncia do
agente incluem infecgdes de pintainhos, contaminagdo da racdo e da agua, baixo nivel de
higiene das instalagdes, infec¢do por Salmonella em lotes anteriores, destino improprio de
cadaveres e falhas no programa de limpeza e desinfecgdo de equipamentos avicolas
(BOUQUIN et al., 2010; CARDINALE et al., 2004; ROSE et al., 2000). Portanto, devido a
inimeras fontes de contaminagdo somado ao grande numero de sorovares, as medidas de
controle das salmoneloses paratificas devem ser amplas e inespecificas (TESSARI et al.,
2012).

Revolledo (2008) reforca que antes de se estabelecer um manejo especifico
contra a Salmonella na produgdo avicola, deve-se conhecer a ocorréncia da bactéria dentro da
granja ou lote e posteriormente estabelecer as medidas de controle. Estas devem estabelecer-
se em todos os grupos de criacdo e devem incluir necessariamente boas praticas de manejo
(BPM) e boas praticas de higiene (BPH). Adicionalmente, a utilizacgdo de um ou mais
produtos que reduzem ou impedem a colonizagdo intestinal da Salmonella (produtos de
exclusdo competitiva, prebidticos, probidticos, acidos organicos, antimicrobianos € vacinas)
ainda sdo considerados imprescindiveis na criacdo comercial para atender as exigéncias no
comercio internacional de aves e produtos avicolas (ARAUJO et al, 2007, McCARTNEY,
2008; OIE, 2010).

2.3 Salmonella spp EM CARNE DE FRANGO E RISCOS PARA A SAUDE PUBLICA

O setor avicola brasileiro ¢ considerado o mais dindmico no complexo
industrial de carnes, apresentando o maior crescimento no volume de produgdo, mantendo o
pais como o 2° maior produtor e 1° maior exportador mundial por anos (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE PROTEINA ANIMAL - ABPA, 2015; OLIVEIRA, 2011). Apesar dos
avangos tecnologicos e de investimento em programas de qualidade, a industria avicola ainda
ndo assegura a eliminagdo completa de Salmonella spp. na carne de frango. Na industria
avicola, a presenca da Salmonella spp. nas carcacas de frango ocorre por meio de uma
contaminag¢do inicial oriunda das proprias aves, a partir dos intestinos, pele e penas. As
operagdes de abate e sucessiva manipulagdo pode resultar na contaminagdo da carne e seus
subprodutos (VON RUCKERT et al., 2009). As condi¢des higiénicas dos abatedouros, as

técnicas de abate aplicadas e o tempo de exposicao da carne a temperatura ambiente durante a
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comercializacdo sdo fatores determinantes para aumentar a carga de micro-organismos sob a
carcaga (CARDINALE et al., 2004; LUNDGREN et al., 2009).

Cardoso e Tessari (2008) ressaltam que um pequeno niumero de animais
infectados por Salmonella spp. que chegam ao abatedouro pode provocar a contaminagdo de
toda linha de abate em locais onde as carcacas ndo sdo processadas corretamente. Em estudos
epidemiolégicos de incidéncia e os fatores de risco da Salmonella em abatedouros de aves do
Canadd (ARSENAULT et al., 2007) e da Franca (HUE et al., 2011), mostraram que a
presenga de Salmonella no intestino dos frangos é o principal fator associado a presenca da
bactéria nas carcagas. Portanto, quanto maior a prevaléncia nas aves vivas, espera-se maior a
contaminagdo nas carcagas abatidas.

Levantamentos realizados no Brasil tém mostrado diferencas na prevaléncia
e na distribuicdo de sorovares de Salmonella em carcagas de frango oriundas de distintas
regides brasileiras (Quadro 3). Apesar da grande variabilidade de sorovares por area
geografica, Salmonella ser. Enteritidis permanece como o mais prevalente em carne de
frango, nos ultimos 10 anos no pais. Desde 2000, em virtude da complexidade dos processos
de controle de Salmonella spp. na produgdo da carne de frango, a legislagdo brasileira ndo
inclui a Salmonella como padrdo microbiologico de qualidade em carcaga de frango
comercializada no pais. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) considera que
“a presenca desse patdgeno nas carcagas de frango existe de forma critica e ¢ um problema
mundial, ndo existindo medidas efetivas de controle que possam elimina-la da carne crua”,
ficando na responsabilidade do consumidor adotar as boas praticas de manipulagdo,
conservagao e preparo do alimento (BRASIL, 2000)

Mendonca (2011) destaca que apesar de existir inimeros dados publicados
que mostram uma relevante ocorréncia de Salmonella na produgao primaria e no produto final
no Brasil, esses dados ainda subestimam a real incidéncia da bactéria na cadeia produtiva,
visto que as empresas integradoras ndo divulgam informagdes a comunidade cientifica e nem
tornam seus dados publicos, pelo temor a publicidade negativa e consequente perda

financeira.

Em 2003, implantou-se no Brasil o Programa de Reducdao de Patdgenos
(PRP) do MAPA, no qual implementa a analise laboratorial sistematica e continua de carcacas
de frangos e perus de abatedouros sob servico de inspecao federal, estabelecendo um sistema
de informacao para avaliar a contaminagdo dos produtos por Salmonella spp. e assim, permitir

uma melhor eficiéncia das medidas de controle (BRASIL, 2003b). Dessa forma, a cada 51
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carcacas de frango analisadas nos abatedouros para pesquisa de Salmonella spp., aceita-se 12

carcagas positivas ou 20% de positividade.

Quadro 3 — Ocorréncia da contaminagdo por Salmonella enterica e seus sorovares em

carcacas de frango produzidas em diferentes regides brasileiras.

Ano Estado Ocorréncia Principais sorovares de
(Autor) (Sigla) n (%) S. enterica
2006 Ceara 63 (11,8%) Enteritidis
iveira et al. anama
(Olivei 1) (CE) P
Newport
2007 Rio Grande do Sul 61 (39,3%) Enteritidis
Ribeiro RS Hadar
(
Typhimurium
2008 Goids 363 (14,32%) Albany
Moreira et al. GO Enteritidis
(
Tennessee
2008 Sao Paulo 116 (2,5%)
(Tessari et al.) (SP) Enteritidis
2009 Pernambuco 260 (9,6%) Enteritidis
uarte et al. imurium
D 1 PE Typhimuri
Saintpaul
2010 Maranhao 40 (12,5%)
(Brito et al.) (MA) Albany
2011 Mato Grosso 63 (26,9%) Schwarzengrund
(Boni; Carrijo; (MT) Enteritidis
Fascina) Typhimurium
2015 Sao Paulo 609 (14,6%) Enteritidis
ardoso et al. an
(Card 1.) (SP) Albany
Infantis
2015 Rio de Janeiro 60 (6,67%) Typhimurium
(Panzenhagen et al.) (R)) Albany
2015 Tocantins 300 (8,33%) Enteritidis
(Minharro et al.) (TO) Mbandaka

A salmonelose em seres humanos ¢ responsavel por altas taxas de

morbidade e mortalidade no mundo, com relatos de crescente aumento de surtos de infec¢ao

de origem alimentar (ANDINO; HANNING, 2015). As aves representam o mais importante

reservatorio capaz de introduzir a bactéria na cadeia alimentar do homem, visto que os ovos, a

carne de frango e seus derivados sdo os principais alimentos envolvidos em surtos de

salmonelose humana (CARDOSO; TESSARI, 2008).
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Nos Estados Unidos, o custo associado com a doenga em 2013 foi estimado
em mais de trés bilhdes de dolares para 1 milhdo de casos (UNITED STATES
DEPARTAMENT OF AGRICULTURA - USDA, 2014). Entre 2006 a 2011, mais de 70%
das salmoneloses humanas nesse pais foram atribuidas ao consumo de carne de frango, de
patos ou de ovos. Salmonella ser. Enteritidis foi o mais frequentemente isolado nesse periodo,
seguido de Salmonella enterica sorovares Typhimurium, Newport, Heidelberg e Montevideo
(CENTER FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2013). Em 2013, na Inglaterra,
foram notificados 7.585 casos de salmonelose humana, sendo que 2.090 casos foram por
Salmonella ser. Enteritidis (PUBLIC HEALTH ENGLAND - PHE, 2014).

No Brasil, os casos de salmonelose humana s3o subnotificados, o que
impede estimar o impacto da doenga na satide publica. Porém, de acordo com Ministério da
Satde entre de 2000 e 2014, ocorreram 1.948.144 surtos de doengas transmitidas por
alimentos (DTA), nos quais Salmonella (18,09%) foi o principal agente etiologico associado
aos casos identificados. Os ovos, a agua, sobremesas, carne bovina, leite e carne de aves

foram os principais alimentos envolvidos nos surtos de DTA no pais (BRASIL, 2015).

2.4 RESISTENCIA DA Salmonella ssp. AOS ANTIMICROBIANOS

Os antimicrobianos sdo rotineiramente utilizados em infec¢des causadas por
uma grande variedade de patdgenos bacterianos. Porém, o uso intensivo desses produtos tem
selecionado micro-organismos resistentes, elevando as taxas de morbidade e mortalidade e
aumentando dos custos de tratamento de infeccdes graves (LIN et al., 2015; WHO, 2002).

A resisténcia aos antimicrobianos ¢ um tema intensamente discutido pelas
institui¢des internacionais de saude, pois trata-se de um sério problema de satide publica que
envolve diferentes areas, tais como medicina humana, medicina veterinaria e produgdo de
alimentos (WHO, 2012). A pressdo seletiva em bactérias resistentes ¢ exercida ndo somente
pelo uso abusivo de antimicrobianos no tratamento de infec¢gdes humanas, mas também no
uso desses agentes em medidas preventivas e profilaticas da medicina veterindria € na
producdo animal através dos antimicrobianos como promotores de crescimento - APC (HUR;
JAWALE; LEE, 2012; MOTA et al., 2005).

Recentemente, os produtos de origem animal tém recebido atengdao como
uma importante via de transmissao de patdgenos com resisténcia antimicrobiana vinda dos
animais para os seres humanos (MARSHALL; LEVY, 2011). Na avicultura, o uso de APC ¢

uma medida amplamente adotada, com a finalidade de equilibrar bactérias benéficas no trato
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intestinal dos animais e melhorar o desempenho das aves (GONZALES; MELO; CAFE,
2012; REVOLEDO, 2008). A possivel transferéncia de bactérias com resisténcia
antimicrobiana de aves para o homem, através dos alimentos, tem mobilizado esfor¢os por
parte de varias instituigdes internacionais, como Organiza¢do Mundial da Saude
(OMS/WHO), Organizagdo Mundial de Satde Animal (OIE) e Codex Alimentarius, o que ja
levou ao banimento de antimicrobianos na alimenta¢do de animais na Unido Européia e ainda
causa discussdes sobre o assunto em paises com alta produgdo intensiva de aves (BRASIL,
2012; McCARTEY, 2008).

Por se tratar de uma bactéria com risco zoondtico, o perfil de resisténcia
antimicrobiana da Salmonella tem sido bastante estudada. Esse género tem sofrido pressdo
seletiva a varias classes de antimicrobianos, levando a emergéncia de Salmonella com
fenotipos de resisténcia multipla a drogas (MDR), ou seja, com resisténcia a duas ou mais
classes de antimicrobianos simultaneamente (GLENN et al., 2013). Tem sido registrado no
Brasil e em outros paises fendtipos MDR em S. enterica dos sorovares Enteritidis,
Typhimurium, Heidelberg, Infantis, Senftenberg e Schwarzengrund isolados da cadeia
produtiva de aves (BIFFI et al., 2014; CORTEZ et al., 2006; LU et al., 2014; MEDEIROS et
al., 2011; MENDONCA, 2011; VOSS-RECH et al., 2015).

No Brasil, os principios ativos como 4acido nalidixico, tetraciclina,
sulfonamidas, estreptomicina, ampicilina e ceftiofur sdo comumente apontados como os
antimicrobianos com os maiores indices de resisténcia antimicrobiana no género Salmonella
em aves, em fontes ambientais de criacdo de frangos e em alimentos de origem avicola
(MATIELLO et al., 2015; MORAES et al., 2014; PANDINI et al., 2015; VOSS-RECH et al.,
2015). Por muitos anos, alguns desses antimicrobianos eram utilizados como promotores de
crescimento em frangos, porém, desde de 1992, o MAPA vem proibindo varios principios
ativos de antimicrobianos com a finalidade de minimizar a resisténcia cruzada de patdégenos
animais ¢ de humanos e adequar-se as exigéncias dos paises importadores da carne de frango
(Quadro 4).

A OIE elaborou uma lista de antimicrobianos de importancia veterindria,
fazendo recomendagdes sobre a restricdo do uso em animais produtores de alimentos de
classes antimicrobianas que sdo extremamente importantes para a saude humana. Estes
incluem as fluoroquinolonas e cefalosporinas de terceira e quarta geragdo, atualmente,

fundamentais para o tratamento de infecgdes graves por Salmonella (OIE, 2015).
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Quadro 4: Aditivos proibidos e autorizados pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) para uso como promotores de crescimento em ragdes de animais

Aditivos proibidos ou suspenso Aditivos autorizados
Nomes Legislacao Nome Legislacao
Clortetraciclina Avilamicina
Portaria 159/ 1992
Ocxitetraciclina Sulfato de colistina
Penicilina Flavomicina
Sulfonamidas Lincomicina
Clorafenicol Portaria 259/ 1992 Tilosi
orafenico ortaria ilosina IN 13/2004
Furazolidona Bacitracina de zinco
Nitrofurazona Portaria 448/ 1998 Bacitracina metileno
disalicilato
Avoparcina Of. Circular 047/98 Halquinol
Arsenicais e antimoniais Portaria 31/ 2002 Cloridrato de clorexidina
Olaquindox IN 11/2004 Espiramicina
Carbadox IN 35/2005 Virginamicina
Violeta Genciana IN 34/ 2007 Eramicina

Fonte: Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do Brasil (MAPA)

2.5 GENES ASSOCIADOS A RESISTENCIA ANTIMICROBIANA EM Salmonella

A resisténcia antimicrobiana ¢ a habilidade do micro-organismo de
interromper a acdo do antimicrobiano, resultando em ineficiéncia do tratamento, infeccdes
persistentes e ainda a possibilidade de transferéncia dessa caracteristica a outros micro-
organismos (WHO, 2012). Os mecanismos de agdo da resisténcia antimicrobiana podem ser
por meio: da producdo de enzimas capazes de destruir e/ou inativar o antibidtico; da alteracao
do sitio alvo do antimicrobiano, impedindo sua agdo; do bloqueio do acesso do antibiotico ao
sitio alvo da bactéria; ou do efluxo rapido, que bombeia a droga para fora da célula antes que
possa se tornar efetiva (HUR; JAWALE; LEE, 2012).

Uma populagdo bacteriana pode tornar-se resistente por meio de dois
processos: aquisicao de genes de resisténcia por transferéncia horizontal ou por mutagao
espontanea e selecdo (TENOVER, 2006). A transferéncia horizontal de genes de resisténcia
envolve mecanismos naturais de recombinagdo génica importantes no processo evolutivo das

bactérias, sendo a conjugacdo o principal processo de disseminagdo de genes de resisténcia


http://extranet.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=detalharAtosArvore&tipo=POR&numeroAto=00000031&seqAto=000&valorAno=2002&orgao=SARC/MAA&codTipo=&desItem=&desItemFim=
http://extranet.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=detalharAtosArvore&tipo=INM&numeroAto=00000011&seqAto=000&valorAno=2004&orgao=SARC/MAA&codTipo=&desItem=&desItemFim=
http://extranet.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=detalharAtosArvore&tipo=INM&numeroAto=00000035&seqAto=000&valorAno=2005&orgao=SDA/MAPA&codTipo=&desItem=&desItemFim=
http://extranet.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=detalharAtosArvore&tipo=INM&numeroAto=00000034&seqAto=000&valorAno=2007&orgao=SDA/MAPA&codTipo=&desItem=&desItemFim=
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(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Além disso, os elementos genéticos mdveis tais como
plasmideos, transposons e integrons também estdo envolvidos no mecanismo de rapida
dissemina¢do de determinantes de resisténcia em Salmonella, conferindo resisténcia a uma
variedade de antimicrobianos amplamente utilizados na medicina humana e na producao
animal (CASTANHEIRA, 2013; HUR; JAWALE; LEE, 2012).

E comprovada que a transferéncia de genes de resisténcia via conjugacio
pode ocorrer entre géneros e espécies de bactérias distintas, que convivem no mesmo
ambiente. Dahshan (2010) comprovou a eficacia de conjugacao entre uma cepa de S. enterica
sorovar Stanley, como doadora, ¢ uma cepa de Escherichia coli, como receptora, na
transferéncia de um plasmideo contendo integron de classe 1, o que possibilitou a bactéria
receptora expressar os genes de resisténcia a ampicilina (blarem), cloranfenicol (catA),
estreptomicina (aadA2), sulfametozaxol (sull), oxitetraciclina (tetA), trimetoprim (drfA12) e
kanamicina (aphAl). A possibilidade de transferéncia de genotipos de Salmonella
multirresistentes entre diferentes bactérias aumenta as implicagdes clinicas e epidemioldgicas

na medicina humana e veterinaria.
2.5.1 Genes de Resisténcia aos Beta-Lactamicos

Os B-lactdmicos sdo antimicrobianos de maior utilizagdo na pratica clinica
humana e veterinaria, € agem na cé€lula bacteriana por mecanismos que inibem a sintese da
parede celular (COAN, 2014; GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010). Na avicultura
intensiva, os [-lactimicos mais utilizados sdo das classes das penicilinas (penicilinas,
amoxicilina) e cefalosporinas (ceftiofur) (SANTANA et al., 2011). A principal forma de
resisténcia das bactérias aos B-lactamicos € a produgdo das B-lactamases, enzimas capazes de
clivar o anel B-lactamico, impedindo a ligagdo do antibiotico nas proteinas ligadoras de
penicilina (PBPs), responsaveis pela sintese da parede celular da bactéria (BUSH, 2010). Os
genes codificadores das enzimas -lactamases (genes bla) estdo localizados no cromossomo
bacteriano ou em elementos genéticos moveis (plasmideos e transposons), importantes
determinantes de dissemina¢do dos genes bla e de outros tipos de resisténcia
(WELDHAGEN, 2004).

Existem mais de 700 B-lactamases descritas e podem ser classificadas
usando modelos de Ambler ou Bush-Jacob-Medeiros (AMBLER et al., 1991; BUSH;
JACOB; MEDEIROS, 1995; HUR; JAWALE; LEE, 2012). As B-lactamases de espectro
estendido (EBSL) sdo aquelas capazes de hidrolisar cefalosporinas, penicilinas e aztreonam, e

sua emergéncia e disseminacdo tem sido descrita mundialmente como uma grande
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problematica para a assisténcia a saide (SILVA; LINCOPAN, 2012). Dentre as intimeras
variantes, as EBSL mais relatadas em Salmonella spp. incluem derivados das familias TEM,
OXA, SHV, CMY e CTX-M, sendo que esta ultima ¢ relatada como predominante nos cinco
continentes e em isolados de origem avicola (BUSH, 2010; FERNANDES et al., 2009;
RODRIGUEZ et al., 2009; SILVA; LINCOPAN, 2012).

Destaca-se que os plasmideos que transportam genes para EBSL,
comumente, transportam juntamente genes que conferem resisténcia a outras classes de
antimicrobianos como aminoglicosideos, sulfonamidas, tetraciclinas, cloranfenicol e
trimetoprim (SOUZA JUNIOR; FERREIRA; DA CONCEICAO, 2004). Fernandes et al.
(2009) identificaram enzimas CTX-M-2 em isolados de Salmonella ser. Typhimurium a partir
de fontes clinicas de seres humanos, de aves e de suinos e seus respectivos ambientes de
criacdo e de alimentos. As cepas produtoras de ESBL nesse estudo eram resistentes a varios
outros agentes antimicrobianos e através de um experimento de conjugacdo, os autores
verificaram que alguns dos isolados foram capazes de mobilizar a resisténcia a tetraciclina e
sulfametoxazol trimetoprim juntamente com o gene blaCTX-M-2. Conforme os autores, o
gene responsavel ESBL para resisténcia as cefalosporinas ¢ frequentemente co-transferido
com outros determinantes de resisténcia a multiplas drogas, o que contribui para fenotipo de
resisténcia.

As enzimas do tipo AmpC B-lactamases ¢ um grupo de beta-lactamases de
importancia para clinica médica e veterindria, pois trata-se de um grupo capaz de mediar
resisténcia a quase todos as cefalosporinas (HUR; JAWALE; LEE, 2012). Em Salmonella, o
grupo CMY sdo as enzimas AmpC [-lactamases mais descritas, sendo responsaveis pela
resisténcia de espectro estendido as cefalosporinas de ultima geragdo, antimicrobianos usados
para tratamento de animais e seres humanos infectados com Salmonella spp. (COAN, 2014;
WHO, 2014). Biffi et al. (2014) detectaram genes de resisténcia ao ceftiofur em Salmonella
ser. Typhimurium isoladas de amostras de varias fontes da cadeia de producao de frangos do
Brasil. Os genes CMY-2 e Amp C foram detectados em 27,2% e 54,5%, respectivamente, dos

isoladas de Salmonella ser. Typhimurium resistentes fenotipicamente ao ceftiofur.
2.5.2 Genes de Resisténcia ao Trimetoprim e a Sulfonamidas

As sulfonamidas, conhecidas como sulfas, e o trimetoprim sdao antibidticos
sintéticos pertencentes a classe dos inibitores de folatos, pois alteram o metabolismo da
bactéria através do bloqueio da sintese do acido folico, elemento fundamental para duplicagao

do DNA. Esses farmacos apresentam efeito sinérgico, podendo ser utilizados combinados,
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pois agem bloqueando sequencialmente a sintese de tetra hidrofolato do micro-organismo,
importante co-fator que fornece uma unidade de carbono na biossintese de bases pirimidinicas
constituintes dos acidos nucleicos (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010; NAVIA et al.,
2003). A sulfa inibe de forma competitiva com a enzima di-hidropteroato sintetase (DHS),
presente apenas nas bactérias, enquanto o trimetoprim inibe a enzima di-hidrofolato redutase -
DHFR (HUR; JAWALE; LEE, 2012). Na avicultura, o trimetoprim ¢ normalmente associado
a sulfametoxazol, pois quando utilizado isoladamente como antimicrobiano induz
rapidamente resisténcia bacteriana (PARLEMO-NETO; SPINOSA; GORNIAR, 2005).

O mecanismo de resisténcia mais comum ao trimetoprim ¢ as sulfas ¢ a
aquisi¢ao de genes que expressam uma variante com enzimas DHFR e DHS alteradas, com
alvo insensivel a acdo antimicrobiana. Para o trimetoprim, existem mais de 30 genes
diferentes de resisténcia dfr e conforme o comprimento do polipeptideo codificado, sdo
divididos em dois tipos principais: dfrA e dfrB. A resisténcia bacteriana as sulfonamidas tem
sido atribuida a presenga de trés genes sul (sull, sul2 e sul3) (ABATCHA et al., 2014;
ANTUNES et al., 2005).

Os genes de resisténcia ao trimetoprim e sulfonamidas estdo frequentemente
associados com elementos genéticos moveis tais como os integrons, o que permite a dispersao
de resisténcia por via transferéncia horizontal. Esses genes juntamente com diversos outros
determinantes de resisténcia a antimicrobianos em Salmonella sao frequentemente associados
a Ilha Genémica 1 (Salmonella Genomic Island, SGI-1), uma regido de 43kb que contém um
agrupamento génico composto de complexos integrons de classe 1, transferiveis por meio de
plasmideos conjugativos (KELLY; VESPERMANN; BOLTON, 2009). Estudos
epidemioldgicos comprovam a predominancia dos genes sull, sul2 e sul3 e dfrA em cassetes
génicos de integrons de classe 1 em Salmonella spp. de diferentes sorovares, isoladas de aves
e de carne de frango (AGERSO et al., 2006; CHEN et al., 2004; LU et al., 2014; MATIELLO
etal., 2015; MOHAMED et al., 2014; WANG et al., 2010; WANG et al., 2015).

2.5.3 Genes de resisténcia as tetraciclinas

As tetraciclinas sdo antibidticos com agdo bacteriostatica contra a maioria
das bactérias Gram positivas e Gram negativas, agindo na inibi¢do da sintese proteica através
da sua ligagdo reversivel a subunidade 30s do ribossomo bacteriano (GUIMARAES;
MOMESSO; PUPO, 2010). Suas vantagens incluem o excelente indice terapéutico, o baixo

custo e a disponibilidade de uso oral em pacientes. Esses fatores motivaram seu intenso uso
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na medicina humana ¢ veterinaria ¢ na industria de ra¢des de animais (PARLEMO-NETO;
SPINOSA; GORNIAR, 2005; THAKER; SPANOGIANNOPOULS; WRIGHT, 2010).

A trajetoria das tetraciclinas na medicina fornece informacdes relevantes do
impacto da resisténcia a uma classe de antibioticos. Desde a sua descoberta, o uso por 65 anos
desses agentes antimicrobianos na clinica e na agropecudria manteve uma continua pressao
seletiva, o que levou uma expansdo da resisténcia antimicrobiana em bactérias patogénicas,
comensais e¢ ambientais (FORSBERG et al., 2015; THAKER; SPANOGIANNOPOULS;
WRIGHT, 2010). No Brasil, a tetraciclina ¢ um dos antimicrobianos com maior indice de
resisténcia em Salmonella enterica isoladas de aves, fontes ambientais avicolas e em
abatedouros (CORTEZ et al., 2006; DUARTE et al., 2009; MATIELLO e tal, 2015;
MORAES et al., 2014; PANDINI et al., 2014; VOSS-RECH et al., 2014).

A resisténcia a essa classe ¢ tipicamente adquirida por gene de resisténcia
(tet) por via horizontal, através de plasmideos conjugativos, que possibilita a mobilidade por
transferéncia genética, ou inseridos em transposons (AUERBACH et al., 2007). Esse fator
levou ao surgimento de um “resistoma”, ou seja, a agregacdo dos genes de resisténcia
antimicrobiana, da classe das tetraciclinas muito diverso, com descricio de 1189 genes
identificados em 357 espécies de bactérias Gram Positivas e Gram Negativas (THAKER;
SPANOGIANNOPOULS; WRIGHT, 2010).

Nas bactérias, os genes tet determinam trés mecanismos de resisténcia as
tetraciclinas: ativacdo de bombas de efluxo; protecdo dos ribossomos por alterar a sua
conformacdo de ligagdo ao antibidtico; ou produgdo de enzimas que inativam as tetraciclinas
(THAKER; SPANOGIANNOPOULS; WRIGHT, 2010). Em Salmonella enterica, o
mecanismo de bombas de efluxo ¢ o mais associado a resisténcia as tetraciclinas (HUR;
JAWALE; LEE, 2012; MATIELLO et al., 2015). Localizadas na membrana celular das
bactérias, as bombas de efluxo realizam um sistema de expulsdo da droga, diminuindo a
concentragdo do antimicrobiano dentro da célula (PIDDOCK, 2006). Existem 27 classes de
determinantes de resisténcia para esse mecanismo, sendo que tetA, tetB, tetC e tetG sao os
mais comumente encontrados em S. enterica fenoticamente resistente as tetraciclinas em
isolados de seres humanos, de aves e de produtos de origem animal (ADESIJI et al., 2014;

BEUTLICH et al., 2011; GLENN et al., 2013; LOUDEN et al., 2012; LU et al. 2014).
2.5.4 Genes de Resisténcia as Quinolonas

As quinolonas sdo um grupo de agentes antimicrobianos sintéticos que

surgiram no inicio da década de 60, durante o processo de sintese da cloroquina, agente para
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tratamento da maldria. O 4cido nalidixico foi a primeira quinolona introduzida na clinica
médica, e a partir de modificacdes de sua estrutura, com adi¢do um atomo de flior e um grupo
piperazini, surgiram varias geragdes de fluoroquinolonas (SILVA; HOLLENBACH, 2010).
Esses antimicrobianos atuam na inibi¢ao da sintese de DNA bacteriano, através de ligacdes
com as enzimas DNA girase (bactérias Gram negativas) e topoisomerase IV (bactérias gram
positivas), apresentando efeito bactericida (BAPTISTA, 2013).

Na clinica médica humana, as fluorquinolonas s3o o0s principais
antimicrobianos utilizadas para tratamento de infeccdes por Gram-negativos, tais como
infec¢des extra-intestinais graves por Salmonella spp. (OIE, 2015; SOUZA, MAGNAN;
OLIVEIRA, 2010). As fluorquinolonas de uso veterinaria mais largamente utilizada em aves
e suinos sdo o acido nalidixico e a enrofloxacina, especialmente no tratamento de infec¢des
por Escherichia coli (PHILLIP et al., 2004).

A resisténcia as quinolonas ¢ determinada por mecanismos mediados por
mutagdes no cromossomo, alteragcdes nos sitios de ligagdo da DNA girase ¢ diminui¢do no
acimulo do agente no interior da bactéria por impermeabilidade da membrana ou efeito de
bombas de efluxo (PIDDOCK, 2006). As mutagdes em regides especificas do gene gyrA ¢ o
principal mecanismo associado a resisténcia as quinolonas. Esse mecanismo € capaz de alterar
o sitio de ligagdo do antimicrobiano a DNA girase, provocando fendtipos com elevada
resisténcia as quinolonas ndo fluoradas como 4cido nalidixico, além de reduzir a
suscetibilidade a fluroquinolonas (SOUZA, MAGNAN; OLIVEIRA, 2010).

Outro mecanismo descrito sdo os genes gnr que codificam pentapeptideos
repetidos que se ligam ao sitio alvo da DNA girase, protegendo a enzima contra agcdo do
antimicrobiano. Esses genes de resisténcia agrupam-se em cinco familias: qnrA, gnrB, gnrC,
gnrD e gnrS. Em Salmonella enterica, os genes gnrA, gqnrB e gnrS sdo os mais
frequentemente detectados em isolados com resisténcia as quinolonas da cadeia produtiva de
aves, sendo que gnrD até o momento ndo foi registrado no Brasil (AL-GALLAS et al., 2013;
CATTOIR et al, 2007, DRESCHER, 2013; FERRARI et al., 2011; VELDMAN et al., 2011).
Ressalta-se que a disseminagdo dos genes gnr envolve elementos moveis como plasmideos,
que podem carrear outros genes de resisténcia codificadores de EBSL ou AmpC (COAN,

2014).
2.6 O ABATE CLANDESTINO DE AVES

A carne de frango ¢ a segunda principal fonte de proteina animal consumida

em todo o mundo (UNITED STATES DEPARTAMENT OF AGRICULTURA - USDA,
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2016). Nas ultimas décadas, os consumidores desse tipo de alimento tém aumentado
progressivamente e essa realidade tem possibilitado o crescimento da industria avicola em
varios paises inclusive o Brasil (OLIVEIRA, 2011). A consolidagdo do sistema de integragao,
o investimento em grandes parques industriais de alta tecnologia e em programas de
biosseguridade em toda cadeia produtiva fizeram do pais destaque mundial em produgdo e
exportagdo da carne de frango (NUNES; SANTOS; MINHARRO, 2011).

Em 2014, o Brasil produziu 12,69 milhdes de toneladas de carne de frango,
nos quais 67,7% foram destinados ao mercado interno, sendo Parand, Santa Catarina ¢ Rio
Grande do Sul os estados com maior volume de abate de aves (ASSOCIACAO BRASILEIRA
DE PROTEINA ANIMAL - ABPA, 2015). Apesar da expressiva produgdo industrial no pais,
em algumas regides, uma parte do mercado interno de carne de frango ainda ¢ abastecido pelo
abate de aves de forma informal e sem inspeg¢ao sanitaria.

A avicultura brasileira surgiu e se expandiu a partir das regides Sul e
Sudeste, onde ainda se concentra o maior volume de aves em sistema de confinamento e de
abatedouros avicolas, sob servico de inspe¢do federal - SIF (ASSOCIACAO BRASILEIRA
DE PROTEINA ANIMAL - ABPA, 2015; RAVAGNANI et al., 2012). A industria avicola
tem se expandindo para as regioes Norte e Nordeste do Brasil, com implantacdo de
estabelecimentos avicolas comerciais, entretanto ainda existem poucas industrias de abate e
processamento da carne de frango (MINHARRO et al., 2015). O resultado ¢ o aumento de
producdo de aves aliado ao aumento do nimero de abatedouros clandestinos, o que, por sua
vez, eleva o risco de transmissdo de zoonoses para os consumidores (VIANA et al., 2014).

Apesar de ndo haver dados oficiais sobre o numero de estabelecimentos que
praticam o abate informal, a procura por aves abatidas na hora, produzindo a denominada
“carcaca quente” em mercados e feiras ¢ comum, sendo registrada ndo somente em cidades
pequenas, mas em regides metropolitanas como Recife (MOURA FILHO et al., 2010), Porto
Alegre (FRANCISCO et al., 2007), Sao Paulo (MENUCCI, 2006), Sao Luis (PASSOS et al.,
2015), Belém (VALENTE et al., 2010) e Manaus (TIROLLI; COSTA, 2006).

Menucci (2006) descreve que os fatores que possibilitam a permanéncia do
abate clandestino de aves no Brasil estdo relacionados com problemas socioecondmicos, tais
como a elevada carga tributaria do pais, levando a sonegagdo de impostos e a atividades
ilegais, e as pequenas criacdes de aves de subsisténcia que realizam o abate para consumo da
familia e ainda disponibiliza para o mercado consumidor. No entanto, os hébitos culturais
regionais sdo determinantes para perpetuacao de estabelecimentos informais de abate de aves,

pois gera oferta e procura pelo produto. A preferéncia pelas aves recém abatidas estd
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associada a ideia de que carne ¢ mais saudavel e com melhores caracteristicas sensoriais
(PASSOS et al., 2015).

O impacto da clandestinidade no setor de carnes gera prejuizos nao somente
para o setor produtivo, mas ao bem-estar dos animais, a0 meio ambiente e principalmente
para saude publica. A auséncia de procedimentos técnicos de insensibilizacdo das aves, a falta
de condicdes de higiene no processamento da carne, a geracdo de residuos organicos € a
disseminagdo de agentes patogénicos nas proximidades dos abatedouros siao algumas
situacdes prejudiciais provocadas por esse tipo de atividade (SILVEIRA et al., 2015).

O abate de animais ¢ considerado clandestino quando ¢é praticado sem
fiscalizagdo pelo servio de inspecdio sanitaria e/ou com sonegagdo fiscal (BANKUTI;
AZEVEDO, 2001). A inspec¢ao sanitaria nos abatedouros ¢ fundamental para identificagao de
tecnopatias e alteracdes patologicas nas carcacas de aves, evitando ao mercado consumidor
produtos de baixa qualidade e/ou que podem desencadear doengas como listeriose,
estreptococose, intoxicacdes estafilococicas e salmoneloses (MIRANDA, 2002). Além disso
esse servico executa e gera um banco de dados para programas sanitirios nacionais, como o
Programa de Redugdo de Patdégenos (PRP), que tem como um dos objetivos o monitoramento
da Salmonella em produtos avicolas (BRASIL, 2003b).

Dentre as varias contaminagdes bioldgicas registradas em carnes de aves
provenientes do abate clandestino, ressalta-se a Salmonella como o agente zoondtico de
origem alimentar de maior importancia para satde publica nacional. A detec¢do de
Salmonella em carcagas de frango obtidas de abatedouros sem fiscalizagdo tem sido registrada
com taxas de 9,5% a 50% de contaminagdo (BARROS; RIBEIRO; CASELLI, 2014; BRITO
et al., 2010; MALDONADO, 2008; MOURA FILHO et al., 2010; TIROLLI e COSTA,
2006). O transporte e manejo pré-abate dos frangos e a temperatura de conservacdo das
carcacas abatidas sdo apontados pelos autores como fatores importantes de contaminagdo e
disseminag@o da Salmonella nos abatedouros clandestinos de aves.

Tirolli e Costa (2006) relatam que as aves destinadas ao abate em feiras sao
confinadas e aglomeradas em caixas por longas distancias e em condig¢des inadequadas no
aspecto sanitario, provocando o estresse € possiveis contaminagdes cruzadas de infecgdes por
Salmonella entre as aves. Costa (2014) descreve ainda que o jejum pré-abate geralmente nao é
adotado no manejo das aves vivas, em virtude delas permanecem dentro dos estabelecimentos
por horas ou dias, dependendo da ocasido de procura do cliente para ser entdo executado o
abate, situacdo que eleva o risco de rompimento do ingluvio ou/e intestino e consequente

contaminag¢ao da carcaga.
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Um fator relevante € a comercializagdo de carne de frango “quente”, ou seja,
recém-abatida, nas quais ndo sdo conservadas sob refrigera¢do. Barros, Ribeiro e Caselli
(2014) encontraram contaminac¢do por Salmonella de 28,3% em 60 carcagas analisadas em
Feira de Santana, Bahia, e verificaram que a temperatura minima das carcagas ‘“quentes”
comercializadas era de 30°C. Brito et al. (2010) analisaram 40 amostras de carcagas de frango
de mercados publicos de Sdo Luis, Maranhdo, e detectaram contaminagdo por Salmonella de
12,5% e por Staphylococcus coagulase positivos de 45%, contagem maxima de 10-UFC/g de
carne de frango analisada. Confome os autores, a falta de refrigeracdo das carcacas de frango
nesses locais contribui para aumentar a carga microbiana, visto que a temperatura ambiente
gera condi¢des 6timas para o desenvolvimento da maioria das bactérias patogénicas.

Portanto, tornam-se importante pesquisas que avaliem o impacto que o abate
clandestino de aves pode provocar sobre a qualidade sanitaria da carne comercializada para
populacdes que ainda preservam o habito de consumir da carcacas recém-abatidas, visto que
existem varios fatores desse tipo de abate que podem elevar as chances de ocorrer a

contaminag¢do por patdgenos causadores de enfermidades para os consumidores.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os aspectos epidemiologicos e o perfil de resisténcia antimicrobiana de
Salmonella spp. ¢ seus sorovares na cadeia produtiva de frangos de corte da

Mesorregiao Norte do Estado do Maranhao.

3.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a ocorréncia de Salmonella spp. em aviarios, em aves e em abatedouros
avicolas da Mesorregido Norte do Estado do Maranhao;

Identificar os sorovares de Salmonella spp. isoladas da cadeia produtiva de frangos;
Determinar o perfil fenotipico de resisténcia antimicrobiana dos isolados de
Salmonella spp.

Identificar os fendtipos com resisténcia multipla a drogas (MDR) em isolados de
Salmonella spp.;

Detectar os genes que codificam resisténcia antimicrobiana em sorovares de
Salmonella de importancia para saude publica, fenotipicamente resistentes aos beta-
lactamicos, sulfonamidas, trimetoprim e tetraciclinas;

Avaliar a contaminagdo por coliformes termotolerantes, Salmonella spp. ¢ micro-
organismos aerobios mesofilos em carne de frango de mercados publicos da
Mesorregiao Norte do Maranhao;

Determinar os fatores do abate artesanal associados a contaminagdo por Salmonella

spp. em carcagas de frango.
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4 ARTIGO A

FONTES DE SALMONELAS PARATIFICAS NA CADEIA PRODUTIVA DE
FRANGOS DE CORTE DA MESORREGIAO NORTE DO ESTADO DO
MARANHAO, BRASIL.

SOURCES OF PARATYPHOID SALMONELLAS IN BROILER PRODUCTION CHAIN
OF MARANHAO STATE, BRAZIL.

RESUMO

As salmonelas paratificas causam grande impacto para avicultura moderna, por se tratar de
uma das principais causas de doengas de origem alimentar no mundo. H4 um esforco de
orgdos governamentais e da industria avicola em diminuir a presenga da Salmonella em toda
cadeia produtiva de aves, através de programas sanitarios. O objetivo desse trabalho foi
pesquisar a ocorréncia da Salmonella spp. e seus sorovares em fontes ambientais de produgao,
em aves e em carcagas abatidas de forma artesanal na Mesorregido Norte do Estado do
Maranhio, Brasil. Foram coletadas 240 amostras de suabe de arrasto, propé, fezes cecais e
ra¢do de comedouros, 100 amostras de suabes de cloaca de aves destinadas ao abate ¢ 180
amostras de carcacas recém abatidas. As amostras foram submetidas a cultura e isolamento de
Salmonella spp. e sorotipificagdo. A ocorréncia do género Salmonella foi de 25,0% (15/60)
em suabe de arrasto, 16,6% (10/60) de propé, 1,7% (1/60) em fezes cecais, auséncia (0/60) em
racdo, 7% (7/100) de suabe cloacal e 48,9% (88/180) em carcagas de frango. Foram
identificados 15 sorovares de Salmonella enterica nas amostras, sendo os de maior
ocorréncia: Schwarzengrund (28,09%; 34/121), Albany (19,83%; 24/121), Enteritidis (7,43%;
9/121) e Heidelberg (7,43%; 9/121). Salmonella ser. Schwarzengrund apresentou maior
predominancia na cadeia produtiva de aves, com maior isolamento em amostras de carcaga
(34 isolados) enquanto Salmonella ser. Enteritidis teve maior ocorréncia na cadeia inicial de
producdo. Os resultados encontrados indicam a necessidade de implementacdo do controle
sanitario nas granjas para as salmonelas paratificas e que o abate artesanal de aves pode
aumentar a dissemina¢do da bactéria no produto final, representando risco para saude publica.

Palavras-Chave: avicultura, carcaga, granjas, Salmonella Schwarzengrund, salmonelose,

ABSTRACT

The nontyphoidal salmonella cause great impact on modern poultry farming, because it is a
major cause of foodborne illness in the world. There is an effort of government and the
poultry industry in trying to hinder the presence of Salmonella throughout the broiler
production chain, through sanitary programs. The aim of this study was to investigate the
occurrence of Salmonella and its serotypes in sources of environmental in poultry and in fresh
carcasses slaughtered and marketed in the North Region of State of Maranhdo, Northeastern
Brazil. There were collected 240 samples of drag swab, boot swab, cecal feces and feeding of
feed, 100 cloacal swab samples and 180 samples of fresh chicken carcasses. The samples
were subjected to isolation and culture of Salmonella spp. and serotyping. The occurrence of
the genus Salmonella was 25.0% (15/60) in drag swab, 16.7% (10/60) of boot swab, 1.7%
(1/60) in cecal feces, absence (0/60) in feed, 7% (7/100) of cloacal swabs and 48.9% (88/180)
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in chicken carcasses. They were identified 15 different serotypes of Salmonella enterica of
the samples, and the sorovar were mostly: Schwarzengrund (28.09%; 34/121), Albany
(19.83%; 24/121), Enteritidis (7.43%; 9 / 121) and Heidelberg (7.43%; 9/121). Salmonella
ser. Schwarzengrund had a higher prevalence in the poultry production flow, mainly in
chicken meat (34 isolates), while Salmonella ser. Enteritidis serovar had a higher occurrence
in the initial production chain. The results indicate the need for implementation of sanitary
control on farms for nontyphoidal Salmonella and that the small-scale broiler slaughter
without sanitary inspection may increase the spread of Salmonella spp. in the final product,
representing a risk to public health.

Key Words: carcass, farms, poultry production, Salmonella Schwarzengrund, salmonellosis.

Introducéo

Salmonella enterica permanece como a principal bactéria entérica causadora
de doenca de origem alimentar, em todo mundo (ANDINO; HANNING, 2015; CENTER
FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION - CDC, 2011). Dentre os varios
hospedeiros, as aves sdo consideradas um importante reservatdrio de sorovares de salmonelas
capazes de provocar doengas em seres humanos e os produtos de origem avicola sdo a
principal forma de introduzir o micro-organismo na cadeia alimentar (CARDOSO; TESSARI,
2008).

O consumo da carne de frango tem aumentado progressivamente, sendo
considerada dominante na alimentacdo dos brasileiros e a segunda mais consumida no mundo
(FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS - FAO,
2015; UNITED STATES DEPARTAMENT OF AGRICULTURA - USDA, 2016). A elevada
demanda desse produto oportunizou o desenvolvimento e a consolidacao da industria avicola
em varios paises. O Brasil ¢ atualmente uma referéncia de produtor e exportador de carne de
frango (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE PROTEINA ANIMAL - ABPA, 2015). De forma
associada, o consumo de produtos de origem avicola tornou-se um fator de risco para a
ocorréncia de salmoneloses humanas (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF
THE UNITED NATIONS/ WORLD HEALTH ORGANIZATION — FAO/WHO, 2009). O
sistema de producdo em alta densidade aliado a alta suscetibilidade das aves a colonizagao por
Salmonella em seu trato intestinal tem favorecido a disseminagdo e a perpetuagdo da bactéria
na cadeia de producdo de frangos, tornando-se um problema na avicultura mundial
(ANDREATTI et al., 2009; VOLKOVA et al., 2009).

Em doengas de impacto economico e de risco a saude publica, a aplicacdo
de programas de biosseguridade ¢ a principal forma de manter os sistemas de criagdo livres ou

controlados de enfermidades. Porém, no que diz respeito a Salmonella spp., o controle da
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doencga ¢ dificultado pela epidemiologia complexa, envolvendo uma grande variedade de
sorovares sem hospedeiros especificos, o que possibilita inimeros reservatorios e diversas
fontes de contaminacdo ambiental (CARDOSO et al.,, 2013; FOLEY et al.,, 2013). O
conhecimento da ocorréncia da Salmonella e os sorovares circulantes nas granjas ou lotes
auxilia no estabelecimento de medidas mais especificas e eficazes no controle da doenga
(REVOLLEDO, 2008).

O paratifo aviario ¢ a salmonelose aviaria de maior risco para a avicultura,
especialmente por sua importincia para saude publica (CARDOSO et al., 2013). Nesse grupo
das salmoneloses enquadram-se os sorovares nao exclusivos de aves, que provocam infecgdes
subclinicas, sendo capazes de permanecer no trato gastrointestinal de frangos até o abate
(ANDINO e HANNIG, 2015; BERCHIERI JUNIOR et al., 2009). Dentre as salmonelas
paratificas, Salmonella enterica sorovar Enteritidis e Salmonella enterica sorovar
Typhimurium sdo dominantes em surtos associados a ovos e carne de frango. O controle
desses agentes ¢ um dos critérios para certificagdo sanitaria de estabelecimentos avicolas do
Brasil, conforme preconizado pelo Plano Nacional de Sanidade Avicola (PNSA) do
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA), tendo como finalidade garantir
a qualidade sanitaria e inocuidade dos alimentos produzidos no pais (BRASIL, 2003).

Na industria, a presenga da Salmonella spp. nas carcagas de frango ocorre
por meio de uma contaminacao inicial proveniente das proprias aves, sendo que a presenca da
bactéria no intestino dos frangos ¢ o principal fator de risco para a contaminacdo da carne
(HUE et al.,, 2011; ARSENAULT et al.,, 2007). As operacdes de abate e sucessivas
manipulagdes pode resultar na contaminacgado cruzada da carne e de seus subprodutos (VON
RUCKERT et al., 2009). As condi¢des higiénicas dos abatedouros e as técnicas de abate
aplicadas sdo fatores determinantes para disseminar a contaminagdo por Salmonella sob as
carcacas (LUNDGREN et al., 2009).

Os estudos realizados no Brasil mostram grandes variagdes na prevaléncia e
na distribui¢do de sorovares de Salmonella em carcagas de frango oriundas de abatedouros,
sob inspecdo sanitaria (BONI; CARRIJO; FASCINA, 2011; CARDOSO et al., 2015;
DUARTE et al., 2009; MINHARRO et al., 2015; MOREIRA et al., 2008). A maior parte das
pesquisas ¢ conduzida nas regides sul, sudeste e centro-oeste, onde existe a maior
concentracdo de aves em sistema de confinamento e de abatedouros sob servigo de inspecao
federal (RAVAGNANI et al., 2012). A industria avicola brasileira continua expandindo-se
para as regides Norte e Nordeste do Brasil, com implantagdo de estabelecimentos comerciais,

porém com poucas industrias processadoras da carne de frango. Sdo escassos os estudos
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epidemioldgicos sobre Salmonella spp. em granjas e produtos avicolas nessas regioes, onde o
abate de aves de forma artesanal e em pequena escala ainda ¢ uma pratica comum. Assim,
considerando os prejuizos socioecondmicos provocados pela Salmonella spp. e os riscos para
saude publica, objetivou-se neste trabalho pesquisar as fontes de Salmonella spp. e determinar
seus sorovares na cadeia produtiva de frangos de corte presente na Mesorregido Norte do

Estado do Maranh3do, Brasil.
Material e Métodos
Tamanho da amostra

A pesquisa foi realizada na Mesorregido Norte do Estado do Maranhao,
representadas pelas microrregides de Itapecuru-Mirim e Aglomeragdo Urbana de Sao Luis
(Figura 1). No universo da cadeia de producdo, a pesquisa concentrou-se em granjas avicolas,
entrepostos de distribuicdo das aves e abatedouros artesanais de mercados publicos
municipais, visto que ndo existia abatedouro industrial de aves com fiscalizacdo sanitaria no

Estado.

Figura 1. Mapa com destaque a Mesorregido Norte do Estado do Maranhdo, local de
realizagdo da pesquisa
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Amostragem

Durante o periodo de 2013 a 2014, foram coletadas e analisadas 240
amostras de 60 aviarios contendo lotes de frangos com idade entre 35 a 45 dias de vida. Os
aviarios continham entre 15.500 a 32.000 aves, em sistema de climatizado e semi-climatizado,
utilizavam a casca de arroz como cama aviaria e a reutilizavam por até trés lotes.

De cada aviario, foram colhidas amostras de dois suabes de arrasto da cama
aviaria, quatro propés esterilizados, 200 gramas de fezes cecais frescas e 300 gramas de ragao
dos comedouros, seguindo as orientacdes do MAPA (BRASIL, 2013). Os suabes de arrasto da
cama aviaria foram realizados ao longo das linhas de bebedouros ¢ comedouros, com auxilio
de propés esterilizados, e em seguida reunidos em uma Unica amostra por avidrio, sendo
acondicionados em frascos contendo dgua peptonada tamponada a 0,1%. As amostras de fezes
cecais frescas (consisténcia pastosa e de coloragdo marrom esverdeada) foram colhidas em
diferentes pontos distribuidos ao longo do galpao, reunidas em uma tnica amostra, através de
espatulas e coletores estéreis. Quanto a ra¢ao, cada amostra foi composta de por¢des coletadas
aleatoriamente em 12 comedouros localizados nas laterais e no centro do aviario, em seguida
colocada em coletor estéril e homogeneizados (MAPA/OPAS, 2010).

Foram colhidas amostras nos veiculos de transporte de frangos de cinco
entrepostos, através de suabes cloacais de 1000 aves de lotes diferentes, que se encontravam
alojadas em gaiolas, no momento da distribui¢do para os abatedouros. Cada amostra de suabe
clocal correspondeu um pool de 10 suabes clocais, totalizando 100 amostras.

Foram sorteados 20 mercados publicos que representavam um
conglomerado e entdo, colhidas amostras de carcacas de frangos dos abatedouros artesanais
durante o periodo da manha, totalizando 180 amostras de carcacas inteiras. As amostras
colhidas logo apos o abate foram acondicionadas em sacos de polietileno estéril, identificadas
e transportadas em caixa de material isotérmico contendo gelo reciclavel e analisadas no

maximo duas horas apoés a coleta.

Analises microbiolégicas

As amostras foram processadas no Laboratério de Microbiologia do
Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Maranhdo (IFMA). Iniciou-se com o
pré-enriquecimento das amostras, no qual os suabes de cloaca e suabes de arrasto de cama
aviaria foram imediatamente incubados a 37°C por 18 a 20 horas. As amostras de fezes e

racdo foram pesadas (25g) e diluidas em 225 mL de 4gua peptonada tamponada a 1%,
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homogeneizada e incubadas a 37°C por 18 a 20 horas. As carcacas de frango foram analisadas
pela técnica de enxaguadura, com o uso de 300 mL agua peptonada tamponada a 1% (COX,
1978). A solucao obtida foi transferida, assepticamente, para um recipiente estéril e incubada
nas mesmas condi¢des das demais amostras.

Para pesquisa de Salmonella, as amostras foram submetidas a etapa de
enriquecimento na propor¢do 1:10 em caldo Selenito-Cistina (ImL/10mL) e 1:100 em caldo
Rappaport Vassiliadis (0,1 mL /10mL), e entdo, incubadas a 42°C durante 18 a 24 horas.
Posteriormente, as amostras foram semeadas em meios indicadores seletivos: Agar Xilose
Lisina Desoxicolato (XLD), Agar Verde Brilhante Vermelho De Fenol Lactose Sacarose
(BPLS), Agar Salmonella Shigella (SS) e Agar Entérico de Hektoen (HE). Apds a incubagdo
a 37°C por 24 horas, as coldnias suspeitas de Salmonella spp. foram isoladas e submetidas aos
testes bioquimicos em agar Triplice Agucar Ferro (TSI), Agar Lisina Ferro (LIA), SIM e
caldo ureia, seguindo metodologia recomendada pelo MAPA (BRASIL, 1995). As cepas que
apresentaram reagdes caracteristicas de Salmonella no Agar TSI e LIA, méveis ou iméveis no
SIM, negativas para o teste do indol e urease foram caracterizadas antigenicamente através do
teste de aglutinag@o rapida com o anti-soro polivalente somatico (Probac®). Os isolados de
Salmonella foram cultivados em agar nutriente e remetidos ao Laboratorio de Enterobactérias
da Fundagdo Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro (IOC/FIOCRUZ, RJ, BRASIL) para a
sorotipificagdo antigénica.

A pesquisa foi aprovada pelo Comissio de Etica no Uso de Animais em

Pesquisa da Universidade Estadual de Londrina (UEL) sob numero 15093.2014.96.
Resultados e Discusséo

Salmonella spp. foi isolada em todas as etapas de cadeia de producdo de
frangos (Tabela 1). Do total de 520 amostras analisadas, 121 (23,26%) foram positivas para
Salmonella spp., destas, 7 (1,3%) foram de suabe cloacal de aves, 26 (5,0%) de amostras do
ambiente de criacao de frangos e 88 (16,92%) de amostras de abatedouros.

Os resultados encontrados na cadeia produtiva de frangos do Maranhao
foram superiores aos encontrados por Boni, Carrijo e Fascina (2011) que observaram uma
contaminagdo por Salmonella de 11,28% em 257 amostras da cadeia produtiva de frangos da
regido de Campo Grande, Estado de Mato Grosso do Sul, sendo 1,95% provenientes dos
locais de criacdo e 9,33% do abatedouro. Borsoi et al. (2005) verificaram a ocorréncia de 16
(15,8%) de 101 amostras ambientais e 22 (12,2%) de 180 amostras de abatedouros da cadeia

de producdo do Rio Grande do Sul.



44

Tabela 1- Ocorréncia de Salmonella spp. na cadeia de producdo de frangos de corte do Estado do
Maranhdo, 2013 a 2014

Presenca de Salmonella

Tipos de amostras Tamanho da amostra
(n) N %

Amostras de aviarios

Suabe de arrasto 60 15 25,0

Propé 60 10 16,7

Fezes frescas 60 01 1,7

Ragao 60 0 0
Amostras de Aves

Suabe de cloaca 100 07 7,00
Amostras de abatedouros

Carcacas de frango 180 88 48,9
Total 520 121 233

Avaliando as amostras do ambiente de criacdo das aves, verificou-se que o
isolamento da Salmonella foi de 25% (15/60) em amostras de suabe de arrasto, 16,7% (10/60)
em amostras de propé e apenas 1,7% (1/60) em amostras de fezes cecais (Tabela 1). Nao foi
isolada Salmonella spp. nas amostras de ragdo dos comedouros analisadas (0/60).

Constatou-se que 20 dos 60 aviarios tiveram o isolamento da Salmonella em
alguma das amostras ambientais analisadas, sendo que os suabes de arrasto apresentaram a
maior taxa de isolamento, com 15 amostras positivas (25,0%). Esses resultados foram
superiores aos trabalhos de Pandini et al. (2015), que verificaram ocorréncia de Salmonella
em 11,4% das amostras de suabes de arrasto de aviarios do Parand, e por Andreatti et al.
(2009) que encontraram ocorréncia de 2,7% em avidrios de propriedades avicolas de Sao
Paulo.

A técnica de suabe de arrasto ¢ um método eficiente para avaliar o status
sanitario da cama aviaria e indiretamente do lote de frangos. A cama ¢ uma importante fonte
de contaminagdo de Salmonella spp., pois pode albergar um grande nimero de bactérias por
longos periodos e caso ndo seja tratada adequadamente, pode perpetuar agentes patogénicos
para lotes subsequentes (SANTIN, 2014). A elevada ocorréncia da Salmonella spp. em
amostras de suabe de arrasto indica falhas no controle sanitario na produgdo, necessitando da
implementa¢do de programas de biosseguridade para controle dessa bactéria. Cabe ressaltar
que a elevada contaminagdo de Salmonella spp. em cama de aviario esta associada com o
aumento de isolamento da bactéria em carcacas de frango nos abatedouros (VOLKOVA et al.,
2010), possivelmente por aumentar a contaminagdo externa do frango (penas e pele) ou a

possibilidade de infeccao via oral das aves.
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No presente estudo, a ocorréncia de Salmonella em suabes cloacais foi de
7% (7/100) (Tabela 1). O resultado encontrado foi inferior aos Chiu et al. (2010) que isolaram
Salmonella spp. em 17 (11,3%) de 150 amostras de suabe cloacal de frangos com trés
semanas de idade. Resultados distintos também foram encontrados por Oliveira et al. (2006)
que ndo isolaram Salmonella em 63 amostras de fezes de 21 lotes de frangos de corte em trés
fases de producdo, na regido Metropolitana de Fortaleza, Ceard. Ravagnani et al. (2012)
também néo isolaram Salmonella spp. em 100 suabes cloacais de frangos com idade média de
21 dias, na regido Oeste do Parand. Esses autores sugerem que o alto controle sanitrio
adotado pelas empresas integradoras influenciou na auséncia da bactéria em frangos.

Destaca-se que as aves amostradas estavam sendo destinadas aos
abatedouros da regido. Assim, o isolamento da bactéria em aves vivas, em idade de abate,
revela o estado de portador assintomatico, considerado um dos fatores epidemioldgicos mais
importantes para a presenga da Salmonella nos abatedouros (ARSENAULT et al., 2007; HUE
et al.,, 2011). Cardoso e Tessari (2008) ressaltam que um pequeno nuimero de animais
infectados com Salmonella spp. que chegam ao abatedouro pode provocar a contaminagdo de
toda linha de abate, em locais onde as carcagas ndo sdo processadas corretamente. Portanto,
quanto maior a prevaléncia nas aves vivas, espera-s€ maior a contaminagdo nas carcagas
abatidas.

Das amostras analisadas da cadeia de producao de frangos em estudo, as
carcacas de frangos de abatedouros foram as que apresentaram maior isolamento de
Salmonella spp., com ocorréncia de 48,9%. Esses resultados foram acima dos encontrados em
pesquisas avaliando carcagas em abatedouros industriais no Brasil na ultima década, nos quais
obtiveram ocorréncia variando de 2,5 a 25,49% (CARDOSO et al., 2015; DUARTE et al.,
2009; MINHARRO et al, 2015; MOREIRA et al., 2008; REZENDE et al, 2005; TESSARI et
al., 2008;).

A elevada taxa de contaminagdo de carcagas por Salmonella pode ser
atribuida aos varios fatores relacionados ao abate e processamento da carne nos abatedouros
regionais avaliados. Sabe-se que, os estabelecimentos de mercados e feiras ndo sao
apropriados para realizagdo de abate de animais, pois a infraestrutura dos locais permite as
contaminagdes cruzadas de Salmonella, como na depenagem e na evisceragdo manual.
Estudos apontam que o método de evisceragdo manual pode aumentar o risco de
contaminagdo por Salmonella em abatedouros (RIVIERA-PEREZ, BARQUIO-CALVO;
ZAMOURA-SANABRIA, 2014; VON RUCKERT et al., 2009). Uma vez a bactéria presente

no intestino das aves, a falta de habilidade do operador no processo de evisceracao pode
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disseminar o micro-organismo por meio de utensilios, equipamentos e maos dos
manipuladores (STOPPA, 2011). Um dos pontos criticos de controle de Salmonella spp. é a
depenagem. As penas podem ser fontes potenciais de contaminagdo, pois trazem para o
abatedouro micro-organismos oriundos da granja e do transporte (RIGBY et al., 1982;
VOLKOVA et al., 2010). O acimulo de penas na area de depenagem, a dgua de escaldagem e
a falta de higienizagdo das depenadeiras podem contaminar as carcacas de frango com
Salmonella (STOPPA, 2011).

A ocorréncia de Salmonella spp. em carne de frango tende a ser maior em
amostras coletadas de abatedouros artesanais presentes em mercados e feiras do Brasil
(BARROS; RIBEIRO; CASELLI, 2014 et al., 2014; BRITO et al., 2010; MALDONADO,
2008; MOURA FILHO et al., 2010), como o encontrado por Tirolli e Costa (2006), que
avaliaram 60 amostras de carcagas recém-abatidas de frango de seis zonas distintas da cidade
de Manaus (AM) e constataram uma contaminagdo por Salmonella de 50%. Esses autores
destacam o transporte como um fator importante de contaminagdo das aves destinadas a
mercados e feiras, visto que as aves sdo confinadas e aglomeradas em caixas por longas
distancias e em condicdes sanitarias inadequadas. O estresse causado pelo transporte e pela
permanéncia por longo periodo nos locais de abate aumentam a excrecdo da Salmonella,
favorecendo as infec¢des cruzadas entre as aves e contaminagao das carcagas.

As pesquisas realizadas em outros paises, onde se registra o abate artesanal
de frangos em mercados tradicionais de cidades, apontam elevadas taxas de contaminagdo de
Salmonella em carne de frango, como no Senegal, com 62,5% (BADA-ALAMBEDII et al.,
2006), em Taiwan com 59% (CHEN et al., 2010), no Paquistaio com 48,75% (SHAH;
KOREJO, 2012). Os autores atribuem a alta ocorréncia da bactéria ao baixo nivel
socioeconomico da populacdo e as precarias condi¢des higiénico sanitaria dos abatedouros de
aves.

Um fator preponderante para garantir a qualidade sanitdria da carne de
frango ¢ a higiene. Observou-se que a ocorréncia nas amostras de abatedouros (48,88%) foi
quase sete vezes maior que a ocorréncia nas aves vivas (7,0%). As deficientes medidas
higiénico sanitdrias aplicadas na 4rea fisica e dos manipuladores, além das praticas de
processamento da carne podem ter contribuido significativamente para disseminar € aumentar
a presenca da bactéria nas amostras avaliadas.

Apesar da industria avicola do Brasil ser uma referéncia mundial em
producdo e exportacdo de carne de frango, o abate de aves em pequena escala ainda ¢ uma

pratica comum nas regides Norte e Nordeste do pais, possibilitando o surgimento de inimeros
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abatedouros artesanais. A avicultura, que por muitos anos desenvolveu-se nas regides sul e
sudeste, tem se expandindo para essas regides com implantacdo de sistemas de integracdo de
granjas ¢ surgimento de abatedouros industriais, porém ainda ndo conseguem suprir as
demandas do mercado regional.

Outro aspecto importante ¢ a comercializagdo de carne de frango recém-
abatida. Os consumidores dessas regides ainda mantém a preferéncia por esse tipo de produto,
0 que incentiva a falta de resfriamento das carcagas apos o abate das aves. Barros, Ribeiro,
Caselli (2014) avaliaram a presenca de Salmonella e a temperatura de comercializagdo de
carcagas recém-abatidas, durante 10 semanas em seis estabelecimentos de abate em Feira de
Santana, Bahia. A presenca da bactéria nas amostras foi de 28,3% e a temperatura das
carcacas comercializadas foi de 30°C a 37,7°C. Essa realidade de comercializagao apresenta
alto risco sanitario, pois permite condigdes Otimas para multiplicagdo de Salmonella spp.,
consequentemente aumentando a carga microbiana nas carcagas contaminadas (BRITO et al.,
2010).

A sorotipificagdo das 121 cepas isoladas identificou 15 sorovares de
Salmonella enterica (Tabela 2). Em 15 isolados, foram identificados como Salmonella
enterica subspecie enterica com as seguintes formulas antigénicas: O:4,5 (9/121), 0:6.8
(3/121), 0:3,10 (2/121) e O:4,5:Lv:- (1/121). Verificou-se que Salmonella enterica sorovar
Schwarzengrund foi de maior frequéncia (28,09%) na cadeia de producdo de aves, sendo
isolado em cinco amostras ambientais, duas de aves e vinte e sete de abatedouros. Salmonella
enterica sorovar Albany foi o segundo com maior ocorréncia (19,83%), sendo isolado em
uma amostra de propé ¢ 23 de carcacas de abatedouros. Salmonella ser. Enteritidis apareceu
em 7,43% dos isolados, destacando-se em sete amostras ambientais € duas amostras de aves.
Com igual taxa de isolamento, Salmonella enterica sorovar Heildelberg apareceu
exclusivamente em nove amostras de abatedouros. Houve isolamento de Salmonella ser.

Typhimurium em duas amostras de suabe de arrasto das granjas avicolas.
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Tabela 2 — Distribuicdo dos sorovares de Salmonella spp. conforme a ocorréncia ¢ as fontes de
isolamento da cadeia de producao de frangos de corte do Estado do Maranhdo, 2013 a 2014

Sorovares de Suabe Propé Fezes Racdo Suabe Carcaca Isolados
Salmonella arrasto cloacal
enterica n %
Schwarzengrund 04 01 - - 02 27 34 28,09
Albany - 01 - - - 23 24 19,83
Enteritidis 03 04 - - 02 - 09 7,43
Heidelberg - - - - - 09 09 7,43
0:4,5* 02 02 - - - 05 09 7,43
Panama - - 01 - - 05 06 4,95
Kentuchy 01 - - - 01 03 05 4,13
Muenchen - 01 - - 01 03 05 4,13
0:6.8* - - - - - 03 03 2,47
Hadar 01 - - - - 02 03 2,47
Agona - 01 - - 01 01 03 2,47
Typhimurium 02 - - - - - 02 1,65
Derby - - - - - 02 02 1,65
0:3,10% 01 - - - - 01 02 1,65
Orion - - - - - 01 01 0,82
Anatum - - - - - 01 01 0,82
Stenftenberg - - - - - 01 01 0,82
Worthing - - - - - 01 01 0,82
0:4,5:Lv:-* 01 - - - - - 01 0,82
Total 15 10 01 - 07 88 121 100

* Estrutura flagelar ndo detectavel

Verificou-se que Salmonella ser. Enteritidis apresentou maior ocorréncia em
amostras ambientais e de aves, ndo sendo isolado em amostras de abatedouros (Tabela 2).
Cardoso et al. (2013) e Scur et al. (2014) verificaram esse sorovar como mais prevalente em
amostras do ambiente de criagdo de frangos nas regides sudeste e sul do pais,
respectivamente. Sabe-se que Salmonella ser. Enteritidis ¢ descrito como o principal sorovar
isolado em lotes de frangos, carnes de aves e ovos comerciais na ultima década no Brasil
(BONIL; CARRIJO; FASCINA, 2011; BORSOI et al., 2005; BRASIL, 2012; CARDOSO et
al., 2015; DUARTE et al., 2009; MEDEIROS et al., 2011; MINHARRO et al., 2015;
TESSARI et al., 2008). Esse sorovar juntamente com o Salmonella ser. Typhimurium tém
destacada importincia para satde publica, por apresentarem alta patogenicidade para os seres
humanos, sendo os principais responsaveis por surtos de origem alimentar em todo mundo
(RICKE; DUNKLEY; DURANT, 2013). Por estarem associados aos produtos de origem
avicola, houve no pais a implementacdo de programas de controle especificos para esses
sorovares, com monitoramento sanitario dos plantéis e incentivo a vacinagdo contra S.
Enteritidis como forma de reduzir a transmissdo vertical do agente. Em alguns estados

brasileiros, houve uma redu¢do ou auséncia de Salmonella ser. Enteritidis em isolados
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originados de propriedades avicolas (MENDONCA, 2011; RAVAGNANI et al, 2012; VOSS-
RECH et al., 2015), sugerindo melhorias no controle sanitario desse sorovar em incubatorios
e granjas.

A presenga dos Salmonella ser. Enteritidis e Salmonella ser. Typhimurium
em amostras de granjas e de aves indicam falhas na execuc¢ao de programas sanitrios, pois o
controle desses agentes ¢ considerado fundamental para a certificagdo sanitaria através do
Plano Nacional de Sanidade Avicola (PNSA) (BRASIL, 2003). De acordo com Silva e Duarte
(2002), uma realidade que dificulta o controle e erradicacao desses sorovares em todo pais € o
pouco ou nenhum impacto na produtividade das aves somada com a pouca consciéncia de que
a erradicagdo desses patdogenos das granjas causara redugdo nos surtos em seres humanos.

Em nosso estudo, Salmonella ser. Schwarzengrund foi mais o prevalente em
amostras de carcagas de frango, sendo isolado em 27 das 180 amostras (Tabela 2). Esse
sorovar foi também o mais predominante na cadeia produtiva de frangos (28,81%), ocorrendo
em amostras de suabe de arrasto, propé e suabe cloacal. Esses resultados corroboram com os
dados de Moraes et al. (2014) que encontraram o mesmo sorovar como o mais prevalente
(28,3%) na cadeia produtiva de frangos do Estado de Goids. Taxas maiores de isolamento
foram encontrados por Boni, Carrijo, Fascina (2011), que verificaram a ocorréncia de 37,93%
na cadeia de producdo de Mato Grosso do Sul, e por Chen et al. (2010) que constataram
aprevaléncia de 33,5% do sorovar em carne de frango em mercados publicos de Taiwan.

O dinamismo dos sorovares de salmonelas paratifoides de origem avidria
em um pais pode ser influenciado pelas caracteristicas regionais como clima e estagdes do ano
(VALCHERA et al., 2011; YANG et al., 2013), pelos fatores socioecondmicos (SHAH e
KOREIJO, 2012), pela importagdo ou exportacdo de produtos alimentares e de animais
(AARESTRUP et al., 2007) e principalmente pela implementacdo de programas sanitarios
(FOLEY et al., 2011). A substitui¢ao gradual de dominancia de Salmonella ser. Enteritidis por
outros sorovares de Salmonella paratiféides na producdo de frangos e em abatedouros no
Brasil tem sido reportado (MUNIZ, 2012; VOSS-RECH et al., 2014), como no presente
estudo, no qual a Salmonella ser. Schwarzengrund apresentou maior predominancia ao longo
da cadeia produtiva de frangos. O aumento da imunidade das aves causada pela exposi¢ao ou
por vacinagdes especificas contra a S. Enteritidis ou contra sorovares antigenicamente
similares tem permitido o declinio desse sorovar e ocupacdo de outros sorovares paratifoides
em seu nicho ecolégico (FOLEY et al., 2011).

Nos ultimos dez anos, Salmonella ser. Schwarzengrund é descrito como um

dos mais frequentes sorovares de Salmonella spp. isolados da produgdo de frangos de corte e
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em produtos avicolas na Asia, na Europa e Estados Unidos (AARESTRUP et al., 2007;
ANDINO; HANNING, 2015; ASAI et al., 2006; CHEN et al., 2010; UNITED STATES
DEPARTAMENT OF AGRICULTURA - USDA, 2013). De forma semelhante, esse sorovar
tem sido registrado na cadeia produtiva de frangos no Brasil e com distribuigdo em todas as
regides do pais (MENDONCA, 2011; MOREIRA et al., 2008; PANDINI et al., 2015;
TIROLLI e COSTA, 2006; VOSS-RECH et al.,, 2015). Apesar da Salmonella ser.
Schwarzengrund ser uma causa menos comum em salmoneloses humanas, com maior
incidéncia de casos no continente asiatico (CHEN et al., 2010) e nos Estados Unidos
(CENTER FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION - CDC, 2007), enfatiza-se que a
ocorréncia deste sorovar na cadeia produtiva de aves tem aumentado, apresentando
importancia no cendrio da avicultura por se tratar de um sorovar emergente que causa impacto

para saude publica.

Destaca-se Salmonella ser. Albany como o segundo sorovar com maior
ocorréncia, sendo isolado quase exclusivamente em carcagas de frangos. Brito et al. (2010)
também detectaram esse sorovar em 12,5% das carcagas de frango recém abatidas em
mercados no Estado do Maranhdo. Apesar de ser considerado um sorovar raro e
frequentemente associado com carne de frango em outros paises (CHEN et al.,, 2010;
EUGROUND et al., 2015; THAI et al., 2012; ZAIDI et al., 2006), no Brasil, a presenca
Salmonella ser. Albany em carcagas de frango ¢ comumente registrada em abatedouros
industriais (FUZIHARA; FERNANDES; FRANCO, 2000; MOREIRA et al., 2008;
PANZENHAGEN et al., 2016; STOPPA, 2011) e em amostras de mercados tradicionais
(TIROLLI; COSTA, 2006). As aves domésticas e os animais silvestres sdo referenciados
como principais reservatorios desse sorovar (SILVA-HIDALGO et al, 2013). A
contaminag@o encontrada em carcacas por Salmonella ser. Albany pode representar risco para
os consumidores, visto que ¢ um agente causador de diarreia de origem alimentar em seres
humanos (ZAIDI et al., 20006).

Outro sorovar de importancia encontrado nas carcagas avaliadas foi
Salmonella ser. Heidelberg. Esse agente ¢ a terceiro sorovar causador de salmoneloses
humanas nos Estados Unidos (CENTER FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION -
CDC, 2013) e tem crescido seu isolamento em produtos de origem avicola (COLLA et al.,
2012; MEDEIROS et al., 2011; UNITED STATES DEPARTAMENT OF AGRICULTURA,
2014; VOSS-RECH et al., 2015). A presenga de Salmonella ser. Heidelberg em alimentos
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comercializados torna-se preocupante, pois esse sorovar ¢ capaz de causar infecgdes invasivas
com maior gravidade em relagdo aos outros sorovares paratificos (FOLEY et al., 2011).

As salmonelas paratifoides sdo importantes patoégenos de origem alimentar
que comumente sao veiculados por produtos de origem avicola. O monitoramento desse
agente na cadeia produtiva de frangos ¢ fundamental para promogao da saude publica, visto

que ¢ um dos principais agentes etiologicos de doencas transmitidas por alimentos no mundo.
Concluséo

Os resultados encontrados confirmam a presen¢a de salmonelas paratificas
na cadeia de producdo de frangos de corte do Estado do Maranhdo. Ha necessidade de
implantacao do controle sanitario em granjas avicolas da regido e o abate artesanal de frangos
pode aumentar a disseminac¢ao de Salmonella spp. para as carcagas, representando risco para

saude publica.
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5 ARTIGO B

SOROVARES DE Salmonella enterica MULTIRRESISTENTES A
ANTIMICROBIANOS ISOLADOS DA PRODUC}AO DE FRANGOS NO ESTADO DO
MARANHAO, BRASIL

CHARACTERIZATION OF MULTIGRUG RESISTANT Salmonella enterica SEROVARS
ISOLATES FROM POULTRY PRODUCTION OF MARANHAO STATE, BRAZIL

RESUMO

As aves e os produtos de origem aviaria sdo considerados como fontes de contaminacao
predominantes de Salmonella enterica e importantes reservatorios de bactérias com
resisténcia antimicrobiana. O presente estudo objetivou identificar Salmonella com fenotipos
de multirresisténcia a drogas (MDR) e investigar os genes que codificam resisténcia
antimicrobiana em isolados de diferentes fontes da cadeia produtiva de frangos de corte, do
Estado Maranhdo, Brasil. Um total de 121 cepas de Salmonella enterica de sorovares
diferentes foram avaliadas quanto ao teste de suscetibilidade aos antimicrobianos e quanto a
detecgdo de genes de resisténcia pela técnica de PCR. Foram encontradas resisténcia
antimicrobiana em 96 (79,3%) dos isolados de Salmonella, sendo que 73 (60,3%)
apresentaram fen6tipos MDR. Os isolados apresentaram resisténcia aos grupos das
sulfonamidas (58,7%), trimetoprim (48,8%), tetraciclina (45,4%), acido nalidixico (44,6%),
amoxicilina (26,4%), ampicilina (26,4%), cefazolina (22,3%), estreptomicina (21,5%),
nitrofurantoina (2,5%), imipenem (1,6%), cloranfenicol (1,6%) e gentamicina (0,8%). Nao foi
encontrada resisténcia a norfloxacina, ciprofloxacina e fluorfenicol. Salmonella enterica
sorovares Schwarzengrund (n=24/ 70,5%), Albany (n=24/ 66,5%) e Enteritidis (n=6/ 66,5%)
apresentaram os maiores indices de fenotipos com resisténcia a duas ou mais classes de
antimicrobianos simultaneamente. Em 50 isolados de S. enterica dos sorovares
Schwarzengrund, Albany, Enteritidis, Heidelberg e Typhimurium foram detectados os genes
de resisténcia blaCTX-M (n=11), blaCTX-M2 (n=6) e blaSHV (n=3), sull (n=27), sul2
(n=5), tetA (n=13), tetB (n=28), tetC (n=22), tetE (n=4), dfrA12 (n=13) e dfrAl (n=7). Os
resultados evidenciaram a elevada ocorréncia de fenotipos de S. enterica com resisténcia
multipla a antimicrobianos convencionais, na cadeia produtiva de aves destinadas ao consumo
humano.

Palavras chave: Salmonella spp. Antimicrobianos. Genes de resisténcia. Frangos. Nordeste.

ABSTRACT

The poultry and poultry products were considered as predominant sources of Salmonella
enterica and important reservoirs of antimicrobial resistance bacteria. This study aimed to
identify phenotypes multidrug resistance to drugs (MDR) Salmonella and investigate gens
encoding antibiotic resistance in isolates from different sources of the production chain of
broilers, Maranhdo state, Northeast Brazil. In total, 121 Salmonella enterica strains of
different serovars, were evaluated for antimicrobial susceptibility testing and resistance genes
detection by PCR technique. Antimicrobial resistance were found in 81% Salmonella isolates
and 56.19% had multiple drugs resistance (MDR). The isolates were resistant to sulfanamidas
(58.7%), trimethoprim (48.8%), tetracycline (45.4%), nalidixic acid (44.6%), amoxicillin
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(26.4%), ampicillin (26.4%), cefazolin (22.3%), streptomycin (21.5%), nitrofuran (2.5%),
imipenem (1.6%), chloramphenicol (1.6%) and gentamicin (0,8%). There was not
antimicrobial resistance to norfloxacin, ciprofloxacin, and florfenicol. Salmonella enterica
serovars Schwarzengrund (n = 24 / 70.5%), Albany (n = 24 / 66.5%) and Enteritidis (n =6 /
66.5%) had the highest resistant rates to two or more antibiotics class simultaneously. In 50
samples of S. enterica serovars Schwarzengrund, Albany, Enteritidis, Heidelberg and
Typhimurium were detected the resistance genes: blaCTX M (n = 11), blaCTX-M2 (n = 6)
and blaSHV (n = 3), sull (n = 27), sul2 (n = 5), tetA (n = 13), tet B (n = 28), tetC (n = 22),
tetE (n=4), dfrA12 (n = 13) and dfrAl (n = 7). The results showed a high incidence of
multiple resistance Salmonella enterica phenotypes to conventional antibiotics in the poulty
production intended for human consumption.

Key words: Salmonella spp. Antimicrobials. Resistance genes. Poultry. Northeast Brazil.

INTRODUCAO

A bactéria Salmonella é referenciada como a principal causa de doengas
diarreicas de origem alimentar em todo mundo (HUR; JAWALE; LEE, 2012; UNITED
STATES DEPARTAMENT OF AGRICULTURA - USDA, 2013; PUBLIC HEALTH
ENGLAND, 2014). De acordo com a Organizacdo Mundial da Satde, a incidéncia de
salmoneloses transmitidas pela cadeia alimentar do homem tem se elevado de forma
significativa, com uma estimativa de 94 milhdes de casos, resultando em 155 mil mortes a
cada ano (WHO, 2014). O uso de antimicrobianos ¢ uma medida crucial no tratamento de
doentes em casos graves ou com infec¢des sist€émicas. Porém a efetividade terapéutica pode
ser dificultada pelo aumento crescente e disseminacgdo de Salmonella com resisténcia multipla
a drogras (MDR), incluindo agentes antimicrobianos de importancia clinica (COSBY et al.,
2015; HUR; JAWALE; LEE, 2012).

As infec¢des causadas por Salmonella MDR sdo geralmente transmitidas
através de alimentos, com os animais de producdo servindo como reservatorios e os produtos
de origem animal como vias de transmissdo de doencas humanas (GLENN et al., 2013).
Nesse contexto, as aves, o ambiente de criacdo e os produtos de origem avidria destacam-se
como fontes predominates de Salmonella enterica e notaveis reservatorios de bactérias com
resisténcia antimicrobiana (WANG et al., 2015). O uso extensivo de antimicrobianos na
profilaxia de doengas e como promotores de crescimento na avicultura moderna ¢ apontado
como uma das razdes para o aumento da prevaléncia de bactérias com fendtipos MDR
(MEDEIROS et al., 2011; SILVA; HOLLENBACH, 2010). Em varios paises, tem sido
registrado fendtipos MDR causadores de surtos de salmonelose humana em Salmonella

enterica sorovar Enteritidis, Typhimurium, Heidelberg e Schwarzengrund, isolados de fontes
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da cadeia produtiva de frangos de corte (BIFFI et al., 2014; KIM et al., 2012; GLENN et al.,
2015; LU et al., 2014; THAI et al., 2012; VOSS-RECH et al., 2015).

A resisténcia antimicrobiana em bactérias causadoras de zoonoses como
Salmonella constitui-se um sério problema de satide publica. Estudos apontam evidéncias de
que o uso de antimicrobianos em animais de producdo contribui para a selecdo de linhagens
bacterianas resistentes aos quais podem se transferidas ao homem através da cadeia alimentar
(MARSHALL e LEVY, 2011). Essa assertiva incentiva o debate referente aos impactos que a
utilizacdo de antimicrobianos na produgdo animal e a consequente selecao de isolados
resistentes pode exercer na saide humana (MATIELLO et al., 2015).

O uso crescente e o surgimento de resisténcia aos antibidticos leva a um
ciclo continuo de uso, desenvolvimento de resisténcia bacteriana, eficacia reduzida e
constante necessidade de novas drogas. O surgimento de novos agentes antimicrobianos pode
ndo acompanhar esse crescimento dramatico de resisténcia antimicrobiana em bactérias com
risco zoonotico, tornando-se um grave problema para clinica médica humana e veterinaria
(Mc DERMOTT; WALKER; WHITE, 2003). Com a iminéncia dessa problematica,
instituicdes internacionais como Organizacdo Mundial da Satde (OMS/WHO) e orgaos
nacionais de satde (Estados Unidos/NARMS; Canada/CIPARS e Brasil/MAPA) realizam o
monitoramento da resisténcia antimicrobiana de bactérias causadoras de zoonoses como
Salmonella, avaliando ndo somente isolados de fontes humanas, mas da cadeia produtiva de
alimentos.

A disseminag@o de fendtipos de Salmonella MDR acontece de forma rapida
em diferentes sorovares e em diferentes localidades do mundo, e esta associada
principalmente com a troca e a incorporacao de inumeros genes que codificam resisténcia
antimicrobiana, por conjugagdo de elementos genéticos méoveis (ABATCHA et al., 2014;
COSBY et al., 2015). Em um habitat compartilhado, esses genes sdo facilmente mobilizados
entre Salmonella e outras bactérias da familia Enterobacteriaceae (DAHSHAN, 2010;
POUGET et al., 2013). Nesse contexto, Salmonella spp. pode desempenhar um importante
papel como bactéria receptora ou doadora de genes de resisténcia, contribuindo para a
disseminagao desses elementos na cadeia alimentar do ser humano.

Assim, o presente estudo objetivou determinar o perfil de resisténcia de
Salmonella aos antimicrobianos, identificar os fenotipos de resisténcia multipla a drogas
(MDR), e investigar os determinantes genéticos de resisténcia em isolados de diferentes
fontes da cadeia produtiva de frangos de corte, do Estado Maranhao, regido Nordeste do

Brasil.
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MATERIAL E METODOS
Isolados bacterianos

Entre 2013 ¢ 2014, foram isoladas um total de 121 cepas de Salmonella
enterica da cadeia de produgao de frangos da Mesorregido Norte do Estado do Maranhdo, nos
quais 26 foram de amostras ambientais (suabe de arrasto, propé e fezes cecais), 7 amostras de
aves (suabe cloacal) e 88 amostras de abatedouros (carcacas de frango). Os isolados foram
identificados no Laboratorio de Microbiologia do Instituto Federal de Educagdo do Maranhao
(IFMA), seguindo metodologia recomendada pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento do Brasil (BRASIL, 1995) e realizada a sorotipificagdo pelo Instituto Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro, Brasil. Para as analises, os isolados foram cultivados em
caldo triptona de soja (TSB) (Newprow®) a 37°C por 24 horas e entdo conservados com

glicerol 20% a -20°C.
Teste de suscetibilidade antimicrobiana

Os perfis de suscetibilidade antimicrobiana dos isolados de Salmonella
foram determinados pelo método de Difusdo em Disco (BAUER; KIRB; SHERRIN, 1966),
utilizando protocolo recomendado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2008 e 2013). Utilizou-se discos de antimicrobianos (Laborclin®) representativos das classes
das penicilinas (amoxicilina - 10ug; ampicilina - 10pg), cefalosporinas (cefazolina - 30ug),
carbapenes (imipenem - 10pg), quinolonas (acido nalidixico - 30ug; ciprofloxacina - Sug;
norfloxacina - 10pg), fenicois (cloranfenicol - 30pg; fluorfenicol - 30ug), aminoglicosideos
(estreptomicina - 300ug; gentamicina - 10pug), inibidores de folatos (sulfonamida - 300ug;
trimetoprim - 5ug), tetraciclinas (tetraciclina - 30ug) e nitrofuranos (nitrofurantoina - 300pg).
Foi usada a cepa de referéncia Escherichia coli ATCC 25922 e Salmonella Enteritidis ATCC
13076 para validagdo do teste. Consideraram-se fendtipos com resisténcia multipla a drogas
(MDR), os isolados com resisténcia a duas ou mais classes de antimicrobianos

simultaneamente (GLENN et al., 2015).
Determinantes moleculares de resisténcia

Foram selecionadas 50 amostras de Salmonella enterica pertencentes aos
sorovares de maior prevaléncia no ciclo de producdo de frangos de corte no presente estudo,

de maior relevancia para satde publica e que apresentaram resisténcia fenotipica a duas ou



62

mais classes de antimicrobianos. Os sorovares de Salmonella enterica avaliados foram:
Schwarzengrund (n=21), Albany (n=14), Heidelberg (n=7), Enteritidis (n=6) e Typhimurium
(n=2).

Os isolados foram inoculados em meio de cultura XLD (Agar Xilose Lisina
Desoxicolato) e incubados a 37°C por 24 horas. Apos crescimento, uma coldonia caracteristica
foi transferida para caldo LB (Luria Bertani Broth) e incubada a 37°C por 18 horas. O DNA
genomico das amostras foi extraido utilizando kit de purificagdio de DNA genomico
(promega®), sendo realizada a quantificacdo das amostras em nanoespectro (KASVI®). Os
microtubos contendo o material genético foram conservados a -20°C até o momento do uso.

Inicialmente foi realizada a confirmagao dos isolados como pertencentes ao
género Salmonella, utilizando-se primers do gene invA descritos por Fratamico (2003)
conforme Tabela 1. Para a reagdo de PCR, utilizou-se 50 a 80 ng de DNA, Tampdo 1x
(Invitrogen), 1,5 mM de MgCly, 0,2 mM de cada dNTP, 1,0 uM de cada iniciador, 1 U de Taq
DNA Polimerase (Invitrogen®). O protocolo da PCR consistiu em um ciclo de desnaturagao
inicial a 95°C por 30 segundos, seguido de 30 ciclos de desnatura¢do a 95°C por 1 minuto,
hibridizacdo a 58°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 30 segundos, e extensdo final a 72°C
por 7 minutos, conforme Paido et al. (2013) com modificagdes.

Foram pesquisados os genes que determinam resisténcia a tetraciclinas
(tetA, tetB, tetC, tetD, tetE e tetG), aos beta-lactamicos (blaTEM, blaSHV, blaOXA,
blaCTX-M, blaCTX-M1, blaCTX-M2, blaCTX-M15, blaCMY-2), as sulfonamidas (sull,
sul2, sul3) e trimetoprim (dfrAl, dfrA7, dfrA12, dfrA14), utilizando os iniciadores de

amplificacdo e protocolos previamente descritos (Tabela 1).
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Tabela 1. Iniciadores utilizados na amplificagdo de fragmentos de DNA de genes que
conferem resisténcia a diferentes antimicrobianos

Genes Sequéncia de iniciadores Taman  Hibridizacdo Referéncia
(5°-3%) ho (°C)
(pb)
invA F: CGG TGG TTT TAA GCG TAC TCT T 796 58 Fratamico (2003)
R: CGA ATA TGC TCC ACA AGG TTA
tetA F: TTGGCATTCTGCATTCACTC 494 55 Ma et al. (2007)
R: GTATAGCTTGCCGGAAGTCG
tetB F: CAGTGCTGTTGTGTCATTAA 571 55 Ma et al. (2007)
R: GCTTGGAATACTGAGTGTAA
tetC F: CTTGAGAGCCTTCAACCCAG 418 55 Ma et al. (2007)
R: ATGGTCGTCATCTACCTGCC
tetD F: GCTCGGTGGTATCTCTGCTC 546 55 Ma et al. (2007)
R: AGCAACAGAATCGGGAACAC
tetE F: TATTAACGGGCTGGCATTTC 544 55 Ma et al. (2007)
R: AGCTGTCAGGTGGGTCAAAC
tetG F: GCTCGGTGGTATCTCTGCTC 550 55 Ma et al. (2007)
R: CAAAGCCCCTTGCTTGTTAC
sull F: TTTCCTGACCCTGCGCTCTAT 425 55 Ma et al. (2007)
R: GTGCGGACGTAGTCAGCGCCA
sul2 F: CCTGTTTCGTCCGACACAGA 435 55 Ma et al. (2007)
R: GAAGCGCAGCCGCAATTCAT
sul3 F:ATGAGCAAGATTTTTGGAATCGTAA 792 55 Ma et al. (2007)
R: CTAACCTAGGGCTTTGGTATTT
blatem F: ATG AGT ATT CAA CAT TTC CGT G 861 51 Silva et al. (201 1)
R: TTA CCA ATG CTT AAT CAG TGA G
blasnyy ~ F: ATG CGT TAT ATT CGC CTG TG 573 53 Silva et al. (2011)
R: GTT AGC GTT GCC AGT GCT CG
blapxa  FACCAGATIC AACTTT CAA 598 55 Guerra et al. (2001)
R: TCT TGG CTT TTA TGC TTG
blacrxa  F: TTT GCG ATG TGC AGT ACC AGT AA 544 55 Silva et al. (2011)
R: CGA TAT CGT TGG TGG TGC CAT A
blactxmz ~ Fr GCG ACC TGG TTA ACT ACA ATC 351 55 Silva et al. (2011)
R: CGG TAG TAT TGC CCT TAA GCC
blactx.mi  F: GAC GAT GTC ACT GGC TGA GC 499 56 Silva et al. (2011)
R: AGC CGC CGA CGCTAATACA
blacrxmis  F: CAC ACGTGG AAT TTA GGG ACT 564 56 Silva et al. (2011)
R: GCC GTC TAA GGC GAT AAA CA
blacmy.. ~ F: TGG CCG AAC TGA CAG GCA AA 870 55 Chen et al. (2004)
R: TTT CTC CTG AAC GTG GCT GGC
dfrA12 F: GGT GSG CAG AAG ATT TTT CGC 319 60 Cabrera et al. (2004)
R: TGG GAA GAA GGC GTC ACC CTC
dfrAl14 F:GAG CAG CTICTI TTI AAA GC 393 60 Cabrera et al. (2004)
R:TTA GCC CTT TIl CCA ATT TT
dfrA7 F: TTG AAA ATT TCA TTG ATT G 474 55 Cabrera et al. (2004)
R: TTA GCC TTT TTT CCA AAT CT
dfrB F: GAT CAC GTG CGC AAG AAATC 141 60 Cabrera et al. (2004)
R: AAG CGC AGC CAC AGG ATA AAT
drfAl F:GTGAAACTATCACTAATGG 474 55 Cabrera et al. (2004)

R: TTAACCCTTTTGCCAGATTT
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RESULTADOS

A avaliagdo do perfil de resisténcia antimicrobiana dos isolados de
Salmonella enterica (Tabela 2) mostrou os maiores indices aos principios: sulfonamida
(58,7%), trimetoprim (48,8%), tetraciclina (45,4%), 4cido nalidixico (44,6%), amoxicilina
(26,4%), ampicilina (26,4%), cefazolina (22,3%) e estreptomicina (21,5%). Indices menores
de resisténcia foram encontrados aos antimicrobianos nitrofurantoina (2,5%), imipenem
(1,6%), cloranfenicol (1,6%) e gentamicina (0,8%). Nenhum dos isolados apresentou
resisténcia aos principios norfloxacina, ciprofloxacina e fluorfenicol.

Do total de 121 amostras de S. enterica, 25 (20,7%) foram suscetiveis a
todas as classes de antimicrobianos testadas, 23 (19,0%) foram resistentes a uma classe e 73
(60,3%) foram resistentes a duas ou mais classes simultaneamente, considerados fendtipos
MDR (Tabela 3). Destes, 15 isolados foram de fontes ambientais de criagdo, 7 de aves de
corte ¢ 47 de carcagas de frango.

Dos sorovares estudados, apenas 2 (Orion e Worthing) apresentaram
suscetibilidade a todos os principios antimicrobianos testados. Os sorovares de S. enterica que
evidenciaram fenotipos MDR foram: Schwarzengrund (n=25), Albany (n=17), Enteritidis
(n=7), Heidelberg (n=7), Kentuchy (n=3), Muenchen (n=3), Typhimurium (n=1), Hadar
(n=1), Agona (n=1), Panama (n=1), Anatum (n=1), Seftenberg (n=1), 0:4,5 (n=3), 0:3,10
(n=1) e O:4,5:1,v:- (n=1).
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Tabela 2 — Perfil de resisténcia antimicrobiana de sorovares de Salmonella enterica isolados da producdo de frangos de corte no Estado do
Maranhado, 2014

Sorovar n AMO AMP CFZ IPM GEN EST NAL NOR CIP SUL TRI TET CLO FLF NIT
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* Estrutura flagerlar ndo identificada
AMO: amoxicilina; AMP: ampicilina; CFZ: cefazolina; CIP: ciprofloxacina; CLO: cloranfenicol; EST: estreptomicina; FLF: fluorfenicol; GEN: gentamicina; IPM: imipenem; NAL: 4cido
nalidixico; NIT: nitrofurantoina; NOR: norfloxacina; SUL: sulfonamida; TET: tetraciclina; TRI: trimetoprim.
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Tabela 3 — Distribuicdo conforme a resisténcia as classes de antimicrobianos, de sorovares de
Salmonella enterica de isoladas de diferentes fontes da cadeia de produgdo de frangos do Estado do
Maranhdo, 2014

Isolados resistentes as classes de antimicrobianos

Salmonella enterica 0 L = Total
n % n % n %
Sorovar
Schwarzengrund 5 14,7 4 11,8 25 73,5 34
Albany 3 12,5 4 16,7 17 70,8 24
Enteritidis 0 0,0 2 22,2 7 77,8 9
Heidelberg 1 11,1 1 11,1 7 77,8 9
Panama 0 0,0 5 83,3 1 16,7 6
Kentucky 2 40,0 0 0,0 3 60,0 5
Muenchen 2 40,0 0 0,0 3 60,0 5
Hadar 2 66,7 0 0,0 1 33,3 3
Agona 0 0,0 2 66,6 1 33,3 3
Typhimurium 0 0,0 1 50,0 1 50,0 2
Derby 2 100,0 0 0,0 0 0,0 2
Anatum 0 0,0 0 0,0 1 33,3 1
Seftenberg 0 0,0 0 0,0 1 333 1
Orion 1 100,0 0 0,0 0 0,0 1
Worthing 1 100,0 0 0,0 0 0,0 1
0:4,5* 3 33,3 3 333 3 33,3 9
0:6,8* 2 66,7 1 333 0 0,0 3
0:3,10* 1 50,0 0 0,0 1 50,0 2
0:4,5:Lv:-* 0 0,0 0 0,0 1 100,0 1
Fontes de isolamento
Ambiente de criagdo 5 19,2 6 23,1 15 57,6 26
Frangos de corte 0 0,0 0 0,0 7 100,0 7
Carcagas 20 22,7 17 19,3 51 58,0 88
Total 25 20,7 23 19,0 73 60,3 121

*estrutura flagelar ndo identificada
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Foram detectados 11 dos 21 genes que codificam a resisténcia as
sulfonamidas, trimetoprim, beta-lactamicos e tetraciclinas, em isolados de S. enterica
sorovares Schwarzengrund, Albany, Enteritidis, Heildelberg ¢ Typhimurium (APENDICE
A). Em 20 isolados com fendtipos de resisténcia aos beta-lactdmicos amoxicilina, ampicilina
e cefazolina, 15 (75%) apresentaram pelo menos um gene de resisténcia antimicrobiana
(Tabela 4). Foram detectados os genes blaCTX-M, blaCTX-M2 e blaSHV em 11 (55%), 6
(30%) e 3 (15%) amostras avaliadas, respectivamente. O gene blaCTX-M apareceu sozinho
na maioria das amostras positivas (6 isolados), seguido da associagdo blaCTX-M e blaCTX-
M2 (3 isolados). Nas sulfonamidas, o indice de deteccdo dos genes de resisténcia foi de 30
(73,17%) dos 41 isolados com fenotipos de resisténcia, nos quais sull foi predominante
aparecendo em 27 (65,85%) e sul2 em 5 (12,19%) das amostras. Os genes de resisténcia tet
foram detectados em quase todos (38/ 97,43%) dos 39 isolados com fenotipos de resisténcia
as tetraciclinas. A presenga dos genes de resisténcia foi de 13 (33,31%) para tetA, 28
(71,79%) para tetB, 22 (56,41%) para o tetC e 4 (10,25%) para o tetE. Em 12 (30,76%)
amostras com fendtipo de resisténcia as tetraciclinas, apenas o gene tetB foi observado e em
10 (25,64%) isolados esse gene apareceu associado ao gene tetC. Quanto a resisténcia ao
trimetoprim, 17 (51,51%) dos 33 isolados fenotipos avaliados apresentaram a presenca de
determinantes genéticos de resisténcia, nos quais 13 (39,39%) apresentaram o gene dfrA12 e

7 (21,21%) o gene dfrAl.
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Tabela 4 — Perfil de resisténcia fenotipica a antimicrobianos e genes de resisténcia a beta-lactamicos, sulfonamidas, trimetoprim e tetraciclinas encontrados
em 50 amostras de Salmonella enterica isoladas da cadeia produtiva de frango do Estado do Maranhdo, 2014

Isolados S. enterica sorovar Origem Resisténcia fenotipica Resisténcia genotipica

CA 172-1 Schwarzengrund carcaga Nal Tet tetB tetE

CA 15 Schwarzengrund carcaca Est Sul Tet sul2 tetB

CA 179-1 Schwarzengrund carcaca Est Sul Tet tetB tetC

CA 105 Schwarzengrund carcaga Est Nal Tet tetB

CA 138 Schwarzengrund carcaga Est Nal Tet tetB

CA 139 Schwarzengrund carcaga Est Nal Tet tetA tetC

CA25 Schwarzengrund carcaga Sul Tri Tet tetB dfrA12

CA 140 Schwarzengrund carcaga Est Nal Sul Tet sull tetB tetC tetE

CA 81 Schwarzengrund carcaga Amo Amp Sul Tri Tet sull tetB blaCTX-M2

CA 106 Schwarzengrund carcaga Amo Amp Nal Sul Tri Tet tetB blaCTX-M2 dfrA12

CA 115 Schwarzengrund carcaga Amo Amp Cfz Est Nal Tet tetA tetB blaCTX-M

CA 10 Schwarzengrund carcaga Amo Amp Cfz Sul Tri Tet sull blaCTX-M dfrA12

P31 Schwarzengrund propé Amo Amp Cfz Sul Tri Tet sull tetB tetC dfrA12

CA 99 Schwarzengrund carcaga Amo Amp Cfz Est Sul Tri Tet sull tetA tetB tetE blaCTX-M blaCTX-M2 dfrA12
SA 22 Schwarzengrund suabe de arrasto Amo Amp Cfz Est Sul Tri Tet sull tetA tetC dfrAl

SA 23 Schwarzengrund suabe de arrasto Amo Amp Cfz Est Sul Tri Tet sull tetA tetC dfrA12

SA 01 Schwarzengrund suabe de arrasto Amo Amp Cfz Nal Sul Tri Tet sull tetA tetC dfrAl

CA 111 Schwarzengrund carcaga Amo Amp Cfz Est Nal Sul Tri Tet sull tetB blaCTX-M blaCTX-M2
SC 11 Schwarzengrund suabe cloacal Amo Amp Cfz Est Nal Sul Tri Tet tetA blaCTX-M blaCTX-M2

SC 17 Schwarzengrund suabe cloacal Amo Amp Cfz Est Nal Sul Tri Tet sull sul2 tetA blaCTX-M

CA 136 Schwarzengrund carcaga Amo Amp Cfz Est Imp Nal Sul Tri Tet tetB tetC blaCTX-M blaSHV dfrAl dfrA12
CA 02 Albany carcaga Nal Sul Tri sull

CA 03 Albany carcaga Nal Sul Tri sull

CA 11 Albany carcaca Nal Sul Tri sull
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Isolados S. enterica sorovar Origem Resisténcia fenotipica Resisténcia genotipica

CA 24 Albany carcaca Nal Sul Tri dfrAl

CA 26 Albany carcaca Nal Sul Tri sull

CA 102 Albany carcaca Nal Sul Tri sull

CA 175-2 Albany carcaga Nal Sul Tet sull tetB

CA 173-2 Albany carcaca Est Nal Sul Tet sull tetB

CA 174-1 Albany carcaga Est Nal Sul Tet tetB tetC

CA 04 Albany carcaca Nal Sul Tri Tet sull tetB

CA 17 Albany carcaga Nal Sul Tri Tet tetB

CA 121 Albany carcaga Nal Sul Tri Tet sull tetB

CA 46 Albany carcaga Amo Amp Cfz Sul Tri sul2

CA 14 Albany carcaga Amo Amp Cfz Nal Sul Tri Tet sull tetB blaCTX-M2 dfrA12

P 30 Enteritidis propé Sul Tri Tet sull tetA tetC

SC 54 Enteritidis suabe cloacal Nal Tet tetB tetC

SC 58 Enteritidis suabe cloacal Nal Nit Sul Tet sull tetB tetC

SA 28 Enteritidis suabe de arrasto Amo Amp Nal Nit Sul Tri tetB tetC blaSHV dfrAl dfrA12
SA 24 Enteritidis suabe de arrasto Amo, Amp, Cfz Nal Sul Tri Nit tetB tetC blaCTX-M blaSHYV dfrA1l dfrA12
SA 19 Enteritidis suabe de arrasto Amo Amp Cfz Est Nal Sul Tri Tet sull sul2 tetA tetC blaCTX-M dfrA12
CA 53 Heidelberg carcaga Amo Amp blaCTX-M

CA 172-2 Heidelberg carcaga Nal Tet tetB tetC

CA 40 Heidelberg carcaga Nal Clo Tet tetC

CA 171-1 Heidelberg carcaga Sul Tri Tet sull tetB tetC

CA 178-2 Heidelberg carcaga Nal Sul Tri Tet sull tetA tetC

CA 167-1 Heidelberg carcaga Amo Amp Cfz Sul Tet sull tetA tetB tetC blaCTX-M
CA 112 Heidelberg carcaga Est Nal Sul Tri Tet sull tetA tetC dfrAl

SA 13a Typhimurium suabe de arrasto Sul Tri sul2 dfrA12

SA 10 Typhimurium suabe de arrasto Amo Amp Cfz Nal Sul Tri Tet tetC tetE dfrA12
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DISCUSSAO

A Salmonella enterica ¢ um dos mais relevantes agentes etiologicos de
doengas de origem alimentar (WHO, 2014). A circulagdo de salmonelas com fenotipos de
resisténcia influencia na terapé€utica antimicrobiana, especialmente em casos graves, causando
significantes taxas de morbidade e mortalidade na populagdo humana (ANDINO; HANNING,
2015; HUR; JAWALE; LEE, 2012). As aves, o ambiente de criagdo e os produtos de origem
avicola sdo importantes reservatorios de Salmonella spp. resistentes a antimicrobianos, o que
tem incentivado diversos estudos sobre esse tema na cadeia produtiva de aves.

No presente estudo, 79,3% (96/121) dos isolados de S. enterica originadas
na cadeia produtiva de frangos apresentaram resisténcia aos antimicrobianos. Estudos em
varias partes do mundo tem constatado taxas elevados de resisténcia antimicrobiana em
isolados Salmonella spp., com variagdes de 51,2% a 87,2%, em aves (SCUR et al., 2014), em
fontes ambientais de criagao de frangos (PANDINI et al., 2015; VOSS RECH, 2015) ¢ em
carne de frango (KIM et al., 2012; WANG et al., 2010). O relatorio anual da Autoridade
Europeia de Seguranca dos Alimentos (EFSA), sobre a vigilancia da resisténcia
antimicrobiana em bactérias causadoras de zoonoses, mostra que as salmonelas isoladas de
frangos de corte e seus produtos apresentam taxas de resisténcia antimicrobiana mais elevados
em relacdo aos isolados de outras espécies de animais domésticos (EFSA, 2015). Isso pode
ser reflexo da elevada pressao seletiva que essas bactérias sofrem com as praticas de manejo
da avicultura moderna.

Na produgdo de frangos de corte, o uso dos agentes antimicrobianos pode
ser com a finalidade terapéutica ou como promotores do crescimento. No Brasil, os grupos
das tetraciclinas, sulfonamidas, quinolonas e fluroquinolonas sdo descritos como os agentes
mais importantes na terapéutica antimicrobiana da producdo avicola, com uso exclusivo
veterinario, sendo vedado a utilizagdo destes como aditivos zootécnicos melhoradores de
desempenho animal ha mais de 15 anos (BRASIL, 2009; SILVA; HOLLENBACH, 2010).
Sabe-se que qualquer uso de antimicrobianos provoca um processo de selecdo de bactérias
resistentes aos medicamentos a longo ou a curto prazo. Portanto, o uso frequente desses
grupos de antimicrobianos nas aves pode estar relacionado aos elevados taxas de Salmonella
spp. com resisténcia as sulfonamidas, 4cido nalidixico e tetraciclinas, encontrados no presente
estudo.

A sulfonamida foi o principio antimicrobiano que apresentou o maior indice

de resisténcia (71/ 58,7%) nas salmonelas de diferentes fontes de isolamento. Esse resultado
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assemelha-se aos constatado por Medeiros et al. (2011) que isolaram 250 amostras de
Salmonella de carcagas de frango em 14 unidades federativas do Brasil e encontraram indice
de resisténcia de 58% para as sulfonamidas. Da mesma forma, Minharro et al. (2015)
observaram indice de resisténcia de 53,84% em Salmonella spp. isoladas de carne de frango
na regido norte do pais. No Norte do Vietna, Thai et al. (2012) constataram a resisténcia as
sulfonamidas de 58,1% em 241 amostras de Salmonella originadas de carne de aves e de
suinos. A elevada proporcao de isolados resistentes a sulfonamidas pode estar relacionada ao
uso extensivo desse antimicrobiano na avicultura de corte por décadas (GUARDABASSI;
JENSEN; KRUSE, 2010; MATIELLO et al., 2015).

Outro fator atribuido é a disseminag¢ao do gene sul extra, na qual expressa
uma forma da enzima dihidrofolato sintase insensivel a acdo das sulfonamidas (ABATCHA et
al., 2014). Em nosso estudo, foram avaliados 41 isolados com fendtipos de resisténcia as
sulfonamidas, sendo o gene sul detectado em 30 (73,17%) desses isolados. O gene sull foi
predominante (65,85%) e presente em Salmonella ser. Albany (10 isolados), Salmonella ser.
Schwarzengrund (10 isolados), Salmonella ser. Heidelberg (4 isolados) e Salmonella ser.
Enteritidis (3 isolados). A ampla disseminagdo e predominancia do gene sull em S. enterica
1soladas de aves e em produtos avicolas tem sido registrada nesses sorovares (BRASIL, 2012;
CHEN et al., 2004; GLENN et al., 2013; MATIELLO et al., 2015; RIBEIRO et al., 2011).
Sua presenca estd geralmente associada aos cassetes génicos dos integrons de classe 1,
elementos responsaveis pela disseminacgao clonal ou por via horizontal, de multiplos genes de
resisténcia aos antimicrobianos em S. enterica (COSBY et al., 2015; KELLY;
VESPERMANN; BOLTON, 2009; FORTES et al., 2012).

O grupo das tetraciclinas destacou-se com taxas de resisténcia de 45,4%,
sendo Salmonella ser. Schwarzengrund (24/34) e Salmonella ser. Heidelberg (7/9) os que
apresentaram maior frequéncia de cepas resistentes. Taxa aproximada de resisténcia a
tetraciclina em Salmonella isoladas de granjas avicolas (52,44%) foram encontrados por
Voss-Rech et al. (2015). Chen et al. (2010) e Pandini et al. (2015) também constaram
Salmonella ser. Schwarzengrund e Salmonella ser. Heidelberg isolados de fluxo de produgio
avicola com elevada frequéncia de resisténcia a esse antimicrobiano, respectivamente. O
elevado percentual de isolados resistentes as tetraciclinas € presumivel, pois esses sdo
antimicrobianos mais antigos utilizados na producdo animal e teve intensa utilizacdo na
medicina humana e veterindria, além de seu uso na industria de ragdes para animais no Brasil
até sua proibicdo como promotor de crescimento em 1998, sendo ainda utilizados na

terapéutica animal (THAKER; SPANOGIANNOPOULOS; WRIGHT, 2010). Paises como
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Brasil (64,6% - SCUR et al., 2014), Estados Unidos (65,8% - US FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION - FDA, 2012) e China (65,9% - WANG et al., 2015) ainda registram
elevados indices de resisténcia as tetraciclinas em Salmonella isoladas da cadeia produtiva de
aves.

A disseminag@o da resisténcia as tetraciclinas no género Salmonella esta
associada a inimeros genes de resisténcia (tet). Em nosso estudo, a presenca do gene tet
coincidiu em quase todas os isolados com fenotipo de resisténcia (38/39; 97,4%), com
excecdo de um isolado. Em Salmonella spp., o principal mecanismo de resisténcia associado a
esses genes ¢ a ativagdo das bombas de efluxo, que impedem o acimulo da droga dentro da
célula em concentragdo necessaria para morte da bactéria (HUR; JAWALE; LEE, 2012).
Diferentemente de outras pesquisas que detectaram predominancia do gene tetA em isolados
de diferentes fontes avicolas (ADESIJI et al., 2014; GLENN et al., 2013; MATIELLO et al.,
2015; RIBEIRO et al., 2011), em nosso estudo o tetB foi predominante (71,79%), sozinho ou
associado ao tetC.

Outro grupo antimicrobiano que evidenciou resisténcia em 44,6% dos
isolados foi a quinolona 4cido nalidixico, destacando Salmonella ser. Enteritidis que
apresentou 7 dos 9 isolados (77,7%) com fendtipo de resisténcia a esse principio. Esse
resultado corrobora com trabalhos que mostram elevada resisténcia do Salmonella ser.
Enteritidis a essa quinolona, principalmente em isolados de aves e de alimentos de origem
avicola (KOTTWITZ et al., 2012). Em estudo realizado em Salmonella ser. Enteritidis
associados a surtos humanos no sul do Brasil, entre 2007 a 2012, Capalonga et al. (2014)
encontraram indice de resisténcia de 89,1%, sendo constatado um aumento crescente de
resisténcia a esse antimicrobiano. Rowlands et al. (2014) observaram o aparecimento de
resisténcia ao acido nalidixico em Salmonella isoladas de alimentos associados ou nao a
surtos no pais a partir de 2000 e perceberam que 70% dos isolados de origem alimentar
apresentavam resisténcia ao acido nalidixico e que a maioria desses isolados era de aves e de
produtos de origem avicola. Silva e Duarte (2002) descrevem que o uso intensivo das
quinolonas e de drogas similares na alimenta¢do de aves pode ter facilitado a disseminacao de
Salmonella ser. Enteritidis resistentes ao acido nalidixico no Brasil.

Em Salmonella spp., a resisténcia as quinolonas ¢ determinada
principalmente por alteracdes no sitio de ligacdo do antimicrobiano a enzima toposoimerase 11
(DNA girase), através de mutagdes em regides especificas do gene gyrA, sendo a frequéncia e
a posi¢ao de mutacdo depende de cada sorovar (SOUSA et al., 2011). Esse mecanismo ¢

capaz de provocar elevada resisténcia as quinolonas nao fluoradas como acido nalidixico,
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além de reduzir a suscetibilidade a fluroquinolonas (FERREIRA et al., 2013; SOUZA et al.,
2010a). Em nosso estudo, todas as amostras foram sensiveis a ciprofloxacina, a
fluroquinolona mais comum no tratamento de salmoneloses invasivas, exceto em uma cepa de
Salmonella ser. Albany isolada de carcaga, que apresentou resisténcia intermediaria a
ciprofloxacina e resisténcia ao acido nalidixico. Esses resultados revestem-se de atengdo, visto
que indices elevados de Salmonella spp. resistentes ao acido nalidixico pode ser um fator
precursor de resisténcia as fluroquinolonas, caso adquiriam mecanismos adicionais de
resisténcia apos a exposicao as fluroquinolonas, provocando falhas no tratamento clinico
(SOUZA et al., 2010b). Considera-se ainda que podem existir outros mecanismos associados
resisténcia as quinolonas tais como as hiper expressdo das bombas de efluxo, alteragdes nas
porinas da membrana externa e resisténcia a quinolonas mediada por plasmideos (SJOLUND-
KARLSSON et al., 2010)

Um resultado importante foi quanto ao grupo dos beta-lactimicos,
representado no presente estudo por ampicilina, amoxicilina e cefazolina. Nestes, foram
detectados trés tipos diferentes de genes bla (blaCTX-M, blaCTX-M2 e blaSHV) que
codificam as beta-lactamases de espectro estendido (ESBL), capazes de hidrolisar
cefalosporinas importantes para controle de infec¢des relacionadas com a assisténcia a satde
(CHAUDHARY; AGGARWAL, 2004). Corroborando com resultados encontrados em nosso
estudo, as enzimas pertencentes a familia CTX-M sao registradas como predominantes em
enterobactérias da América do Sul (SILVA; LINCOPAN, 2012), com registro de deteccao de
blaCTX-M2 em Salmonella recuperadas de aves e produtos de origem avicola do Brasil
(COAN, 2014; FERNANDES et al., 2009; SILVA et al., 2013;). Enfase é dada a Salmonella
ser. Schwarzengrund e Salmonella ser. Enteritidis que apresentaram além desse gene de
resisténcia, o gene blaSHV. Nos dois isolados de Salmonella ser. Enteritidis € em um isolado
de Salmonella ser. Schwarzengrund com detec¢do de blaSHV, tiveram resisténcia multipla a
seis ou mais antibioticos. Os genes blaSHV séao considerados raros em Salmonella, porém tém
sido detectados em animais de producdo de alimentos e apresentam alta capacidade de
transferéncia horizontal entre bactérias da familia Enterobacteriaceae através de plasmideos
conjugativos (POUGET et al. 2013).

Os marcadores de resisténcia de ESBL tém sido associados com integron de
classe 1, que codifica resisténcia a outras classes de antimicrobianos como aminoglicosideos,
trimetoprim, sulfonamidas, tetraciclinas e cloranfenicol, o que determina que as cepas de
Salmonella produtoras de ESBL sejam geralmente multirresistentes (BRASIL, 2012; SILVA;
LINCOPAN, 2012; WANG et al. 2010). Com excecao de um unico isolado, as 15 amostras de
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Salmonella sorovares Schwarzengrund, Enteritidis e Heidelberg que tiveram a presenca dos
genes ESBL, eram fendtipos MDR para 4 ou mais classes de antimicrobianos, especialmente
aos principios sulfonamidas (13 isolados), trimetoprim (12 isolados), tetraciclina (12 isolados)
e estreptomicina (8 isolados).

O gene blaCTX-M ¢ blaCTX-M2 tiveram maior associagdo com o0s
determinantes génicos sull, tetB e dfrA12, enquanto todas as amostras com gene blaSHV
apresentaram associacdo com os genes tetB, tetC, dfrAl e dfrAl12. Pouget et al. (2013)
encontraram forte associagdo do gene blaSHV com os genes de resisténcia as sulfonamidas
(sull), trimetoprim (dfrAl), tetraciclinas (tetA e tetB) e estreptomicinas (aadA), e com os
plasmideos carreadores de integron de classe 1 em isolados de Salmonella do CIPARS
(Programa Integrado do Canadé de Vigilancia de Resisténcia Antimicrobiana). A presenca de
varios determinantes genéticos de resisténcia aos antimicrobianos em alguns isolados de
Salmonella estudados sugerem uma potencial co-selegdo de genes de resisténcia a classes
distintas de antimicrobianos de uso convencional na avicultura.

Em nosso estudo, a presenca de genes de resisténcia a grupos de
antimicrobianos tradicionalmente usados na terapéutica animal ou que ja foram usados como
promotores de crescimento na avicultura pode refletir a pressdo seletiva exercida a populacao
bacteriana pelo uso indiscriminado de antimicrobianos na produ¢do animal. Ressalta-se que a
disseminagdo desses genes de resisténcia entre bactérias a partir da producdo animal pode
percorrer multiplos caminhos ao longo da cadeia produtiva de alimentos, resultando na
preservacao de cassetes génicos complexos que expressam resisténcia multipla aos farmacos
(MDR) (KHACHATRYAN et al., 2006; MARSHALL; LEVY, 2011).

As amostras com fenotipos MDR tiveram uma frequéncia de 60,3% (73
isolados), que comparativamente com trabalhos nas regides centro-oeste, sul e sudeste do
Brasil (MATIELLO et al., 2015; MORAES et al., 2014; SCUR et al., 2014), mostraram-se
elevados. As diferencas encontradas em pesquisas quanto a resisténcia antimicrobiana reflete
0 uso de agentes antimicrobianos ou a distribui¢ao de cepas em distintas regides de um pais.
Virios fatores e eventos relacionados a cadeia produtiva de aves pode influenciar na aquisi¢ao
e persisténcia de bactérias com resisténcia antimicrobiana tais como o manejo adotado nas
granjas, os lotes de aves, o sorovar predominante e a regido em estudo (MARSHALL; LEVY,
2011; MINHARRO et al., 2015).

Os dados referentes aos perfis de resisténcia antimicrobiana das amostras
conforme as fontes de isolamento revelam que os isolados com fenotipos MDR estiveram

presentes nos mais variados pontos da cadeia produtiva de aves. Verificou-se que as cepas
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isoladas de aves foram as que apresentaram maior propor¢do de fenotipos MDR (100%), em
relag@o as fontes ambientais de criagdo de aves (57,6%) e de carcagas de frango (58,0%). Esse
resultado reforca a assertiva de que as aves podem ser importantes reservatorios de
Salmonella com fenotipos MDR para cadeia alimentar dos seres humanos.

O aumento da prevaléncia de Salmonella com fenétipos MDR ¢é uma
realidade mundial, tornando-se um grave problema de satde publica, principalmente quando
envolve sorovares associados a infecgdes humanas de origem alimentar (HUR; JAWALE;
LEE, 2012). No Brasil, Salmonella ser. Enteritidis ¢ o principal agente causador do paratifo
aviario e de salmonelose em seres humanos (CARDOSO et al., 2015; KOTTWITZ et al.,
2010; SILVA; DUARTE, 2002;) e varias pesquisas mostram um aumento relevante de
fenotipos MDR de origem aviaria, nas Ultimas décadas (CAPALONGA et al., 2014;
MEDEIROS et al., 2012; NUNES et al., 2009; WANG et al., 2015). Em nosso estudo,
Salmonella ser. Enteritidis apresentou todos os 9 isolados de fontes ambientais com
resisténcia antimicrobiana, sendo 6 com fen6tipo MDR e destes, 2 isolados apresentaram
resisténcia de 7 ou 8 classes de antimicrobianos, simultaneamente, com presenca de variados
determinantes genéticos para as classes de sulfonamidas (sull, sul2), aminoglicosideos
(blaCTX-M, blaSHV), trimetoprim (dfrA1, dfrA12) e tetraciclinas (tetA, tetB, tetC). Portanto,
reconhecendo o potencial zoonético do Salmonella ser. Enteritidis, esses resultados podem
representar condicao de risco, considerando a capacidade de recepcao e intercambio de genes
de resisténcia antimicrobiana em salmonelas, passiveis de disseminagdo através da cadeia
alimentar.

Notou-se que Salmonella ser. Schwarzengrund evidenciou os maiores
indices de fendtipos multirresistentes (25/ 73,5%), em isolados de diferentes fontes. O padrao
de resisténcia mais comum observado em fendtipos com resisténcia >7 antimicrobianos (8
isolados) foi Amo, Amp, Cfz, Est, Nal, Sul, Tri e Tet (4 isolados). De forma parecida, Chen et
al. (2010) constataram fenotipos MDR em Salmonella ser. Schwarzengrund isolados de carne
de frangos de Taiwan apresentando padrao de resisténcia as classes Amp, Clo, Est, Nal Sul,
Tri e Tet. Esses pesquisadores encontraram alta frequéncia de isolados com resisténcia ao
cloranfenicol, o que diferenciou em nosso estudo, onde todos os isolados apresentaram
suscetibilidade a esse antibidtico. Salmonella ser. Schwarzengrund ¢ um dos poucos sorovares
de S. enterica que causa salmoneloses invasivas (VUGIA et al., 2004). A circulagdo de cepas
do Salmonella ser. Schwarzengrund com alta frequéncia de fenétipos MDR e com presenga
de variados genes de resisténcia antimicrobiana, na cadeia produtiva de aves de produgdo,

pode ser considerado preocupante para saude publica, pois limita o nimero de
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antimicrobianos para tratamento em casos de infec¢des graves (AKIYAMA; KHAN et al.,

2011).
CONCLUSAO

O presente estudo demonstra o ocorréncia de fenotipos de Salmonella
enterica MDR na cadeia de produgdo de frangos de corte da regido Nordeste do Brasil. Os
isolados de diferentes fontes evidenciaram elevada frequéncia de resisténcia aos grupos
antimicrobianos das sulfonamidas, trimetoprim, tetraciclinas e beta-lactamicos e a presenga de
genes que codificam resisténcia a esses grupos. S. enterica sorovares Schwarzengrund,
Albany e Enteritidis tiveram os maiores frequéncia de fenotipos com multipla resisténcia a
farmacos associados a genes de resisténcia. Os isolados da cadeia produtiva de aves
destinadas ao consumo humano podem constituir risco a saude publica, tendo em vista a
possivel disseminagdo de Salmonella MDR para seres humanos e implicagdes no tratamento

de quadros clinicos graves.
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6 ARTIGO C

FATORES ASSOCIADOS A CONTAMINACAO POR Salmonella spp. E
COLIFORMES TERMOTOLERANTES EM CARCACAS DE FRANGOS DE
ABATEDOUROS ARTESANAIS NA REGIAO NORTE DO MARANHAO

FACTORS ASSOCIATED WITH Salmonella spp. AND THERMOTOLERANTS
COLIFORMS CONTAMINATION IN POULTRY CARCACASS FROM SMALL-SCALE
BROILER SLAUGHTERHOUSES IN NORTH REGION OF MARANHAO

RESUMO

A carne de frango ¢ um dos principais veiculadores de patdogenos causadores de infecgdes
alimentares, especialmente da bactéria Salmonella. A contaminagdo da carne de frango esta
associada a varios fatores relativos ao abate das aves e processamento da carne. O presente
estudo objetivou avaliar a contaminagdo por Salmonella spp. e por micro-organismos
indicadores de qualidade higiénica em carcacas de frango, assim como identificar os fatores
associados a contaminagao por Salmonella. Realizou-se um estudo epidemiologico transversal
em 85 abatedouros artesanais de frangos de corte localizados em mercados publicos da
Mesorregido Norte do Estado do Maranhdo, onde foram avaliados os procedimentos de abate
através de um inquérito epidemioldgico. Foram coletadas 85 carcagas de frango desses
estabelecimentos e avaliadas quanto a contagem padrdo de micro-organismos aerobios
mesofilos, o Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes termotolerantes e pesquisa de
Salmonella spp. Os resultados da contaminagdo por Salmonella foram associados aos fatores
relacionados aos procedimentos de abate. Das amostras analisadas, 45 (52,9%) estavam
contaminadas por Salmonella spp., 83 (97,6%) por coliformes termotolerantes, com contagem
minima de 10' e maxima de 103 NMP/g; e a contaminagdo por bactérias meséfilas com
contagens minima de 10> e maxima acima de 10% UFC/g. Os fatores associados (p<0,05) com
a contamina¢do de Salmonella nas carcagas foram a presenca de aves vivas na area de
processamento (p=0,041), contaminagdo fecal visivel durante a evisceragdao (p=0,002);
residuos de penas (p=0,001); residuos de visceras na bancada de evisceracdo (p=0,045) e
contato entre carcagas durante o processamento (p=0007). Conclui-se que as carcagas de
frango obtidas do abate artesanal avaliados apresentavam as condi¢des higiénicas deficientes
e risco de veiculagdo de Salmonella para os consumidores, com a necessidade de treinamento
dos manipuladores em boas praticas de manipulacdo para melhorias no controle sanitario do
produto ofertado.

Palavra-chave: abate; aves; manipuladores; evisceragao; mesofilos.

ABSTRACT

Poultry meat is one of the main backers of pathogens that cause foodborne illness, especially
Salmonella. The contamination of poultry meat is related to several factors relating to the
poultry slaughter and meat processing. This study aimed to evaluate the contamination by
Salmonella spp. and micro-organisms hygienic quality indicators in chicken carcasses, as well
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as identify the risk factors of chicken slaughtering associated with Salmonella contamination.
We conducted cross-sectional epidemiological study in 85 small-scale broiler
slaughterhouses, located in public markets of the North Regions of Maranhdo State, which
were evaluated harvesting procedures through an epidemiological investigation. Chicken
carcasses were collected from these establishments and evaluated for standard to the
mesophilic aerobic microorganisms, the thermotolerants coliforms and Salmonella spp. The
contamination with Salmonella were associated with factors related to slaughtering
procedures. Of the 85 samples tested, 45 (52.9%) were contaminated with Salmonella spp., 83
(97.6%) of thermotolerants coliforms contaminations minimum count of 10! and maximum
108 NMP/ g contamination with mesophilic bactéria contamination with minimal counts 102
and maximum above 10% UFC/g. Associated factors (p = 0.05) with the contamination of
Salmonella in carcasses were the presence of live birds in the processing area (p = 0.041),
visible fecal contamination during evisceration (p = 0.002); Feather waste (p = 0.001); waste
viscera in evisceration bench (p = 0.045) and contact between carcasses during processing (P
= 0007). The results show that the chicken carcasses obtained from craft slaughter and
marketed in markets assessed had the poor hygienic conditions and risk of transmission of
Salmonella to consumers, with the need for training of food handlers in safe handling
practices for improvement in health control product offered.

Key-words: slaughter; poultry; contamination; evisceration; mesophilic.

Introducéo

A carne de frango ¢ uma das principais fontes de proteina animal em todo
mundo e seu consumo tem aumentado progressivamente (UNITED STATES
DEPARTAMENT OF AGRICULTURA - USDA, 2014). Esse alimento tornou-se um dos
principais veiculadores de patdgenos causadores de infecgdes alimentares, especialmente da
bactéria Salmonella (FOLEY et al., 2013). Esse agente ¢ responsavel por expressivas taxas de
morbidade em varios paises, sendo o principal agente etiologico de surtos de doengas de
origem alimentar no Brasil (BRASIL, 2015; TESSARI et al., 2012).

A presenca da Salmonella na carne de frango esta relacionada a varios
fatores da cadeia produtiva que envolvem a complexa epidemiologia da bactéria. A
contaminagdo de Salmonella spp. em carcagas de frangos tem sido frequentemente pesquisada
em abatedouros de varias regides no Brasil, com ocorréncia variando de 1 a 50% (BONI;
CARRIJO; FASCINA, 2011; PANZENHAGEN et al., 2016; PENTEADO; ESMERINO,
2011; TESSARI et al., 2008; TIROLLI e COSTA, 2006) De modo geral, as salmoneloses
avidrias de impacto para saude publica sdo consideradas de dificil controle na avicultura
mundial, possibilitando a presenca de aves infectadas na idade de abate (ANDREATTI et al.,
2009; CARDOSO et al., 2013). A presenga da Salmonella na pele, penas, pés, cloaca e trato

digestorio das aves constitui-se um fator agravante para a industria avicola e de
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processamento de carne, pois o patdogeno pode ser transferido para as carcagas, por meio de
contaminagdes cruzadas das superficies de contato e dos manipuladores de alimentos
(COLLA etal., 2012).

A adogao de medidas higiénico sanitarias baseadas no conhecimento dos
perigos e pontos criticos de controle do patdogeno, assim como nas boas praticas de fabricagdo
dos alimentos pode prevenir de forma significativa a presenga de micro-organismos
indesejaveis na carne de frango (HUE et al., 2011). E constatado que nos abatedouros onde ha
o controle das operacdes de abate e de higiene aplicados as etapas consideradas criticas como
escaldamento, depenagem, evisceracao e resfriamento pode diminuir de forma gradual o nivel
de contaminag@o por Salmonella no fluxo de processamento e portanto, no produto final
(OLSEN et al., 2003; RIVIERA-PEREZ, BARQUIO-CALVO; ZAMOURA-SANABRIA,
2014; SVOBODOVA et al., 2012).

A seguranca e a qualidade dos alimentos, inclusive da carne in natura, pode
ser estimada pela contagem de micro-organismos aerdbios mesofilos e de coliformes
termotolerantes, grupos considerados como indicadores (JAY, 2005). Para a carne de frango
in natura comercializada no Brasil, os niveis de contaminagdo por coliformes termotolerantes
¢ 0 Unico parametro de qualidade microbiologica para se considerar aceitavel para o consumo
(BRASIL, 2001). A contagem de coliformes pode estimar falhas na higiene durante o
processamento e indicar contaminacao de origem fecal, sendo que elevadas contagens desses
micro-organismos podem estar relacionadas a elevados niveis de enteropatogenos (SIMAS et
al., 2013).

O Brasil tornou-se um dos maiores produtores de carne de frango, com uma
dindmica de expansdo da avicultura por todo pais (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE
PROTEINA ANIMAL - ABPA, 2015). A industria avicola brasileira tem se difundido para as
regides Norte e Nordeste do Brasil, com implantacio de estabelecimentos avicolas
comerciais, no entanto, com a problematica de ainda conter poucas industrias de abate e
processamento da carne de frango (MINHARRO et al., 2015). O resultado ¢ o aumento de
producdo de aves aliado ao aumento do ntimero de abatedouros artesanais sem fiscalizacao
sanitaria, o que pode elevar o risco de transmissdo de zoonoses para os consumidores
(VIANA et al., 2014). Ademais, devido aos habitos culturais regionais, hd a preferéncia da
populagdo por carcagas recém abatidas, fato que contribue para perpetuagcdo de
estabelecimentos informais de abate de aves, pois gera oferta e procura pelo produto

(BARROS; RIBEIRO; CASELLI, 2014; PASSOS et al., 2015).
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Este estudo objetivou avaliar a contaminagdo por Salmonella spp. e micro-
organismos indicadores de qualidade higiénica em carcagas de frangos obtidas de mercados
publicos da Mesorregido Norte do Maranhdo, assim como identificar os fatores associados a

contaminagao por Salmonella.
Material e Métodos

Durante o periodo de agosto de 2013 a abril de 2014, realizou-se um estudo
epidemioldgico observacional transversal em abatedouros artesanais de frangos, sem inspe¢ao
sanitaria, localizados nas Microrregides de Itapecuru-Mirim e Aglomera¢do Urbana de Sao
Luis, Estado do Maranhdo. Foram sorteados 15 mercados publicos dos municipios de Sao
Luis (n=11), Pago do Lumiar (n=2), Sao José de Ribamar (n=1) e Itapecuru-Mirim (n=1), e
realizado o mapeamento de 103 abatedouros de frangos existentes.

Elaborou-se um fluxo de processamento do abate artesanal das aves desses
locais (APENDICE B) ¢ adotou-se um check list adaptado do ANEXO II da RDC 275 da
ANVISA (BRASIL, 2002) e Portaria 210 do Ministério da Agricultura Pecudria e
Abastecimento - MAPA (BRASIL, 1998), para se obter informagdes sobre os aspectos do
abate considerados de risco para contaminagdo microbiologica de carne de frango
(APENDICE C).

Participaram da pesquisa estabelecimentos que abatiam entre 10 a 50 aves
por dia e que continham até dois manipuladores da carne de frango. Em cada estabelecimento,
procedeu-se o esclarecimento da pesquisa aos proprietarios e naqueles em que houve
concordancia na participagao, foi sorteado um manipulador, o qual foi observada suas praticas
de abate artesanal durante 30 minutos.

Para cada estabelecimento avaliado, foi coletada uma amostra de carcaga de
frango recém abatida, uma semana posterior a aplicagdo do inquérito epidemiologico. Todas
as coletas foram realizadas no periodo da manha e no terceiro ou quarto dia da semana, dias
com menor fluxo de pessoas nos mercados publicos. As amostras foram transportadas, em
caixas isotérmicas com gelo, para o Laboratorio de Microbiologia do Instituto Federal de
Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Maranhdo (IFMA), onde foram imediatamente analisadas
quanto a contagem padrdo de micro-organismos aerobios mesofilos, o Nimero Mais Provavel
(NMP) de coliformes termotolerantes e pesquisa de Salmonella spp., seguindo metodologia
recomendada pelo MAPA (BRASIL, 1995, 2003a).

No laboratoério, as amostras de carcaca foram analisadas pela técnica de

lavagem superficial (COX et al., 1978). As carcagas de frango foram, primeiramente, pesadas
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e entdo, transferidas, assepticamente, para um saco transparente estéril, onde foram
adicionados 300 mL de 4gua peptonada tamponada estéril a 1%. Depois, foram efetuadas
massagens na carcaga com as maos, por fora do saco, € a solu¢do de enxaguadura transferida
assepticamente para um frasco de vidro estéril (diluicdo 10°). A partir dessa solucdo, foram
realizadas dilui¢des em série em dgua peptonada tamponada a 1% até a dilui¢do 107

A contagem padrio de micro-organismos aerdbios mesofilos foi
determinada pela técnica de semeadura em profundidade, utilizando-se os meios de cultura
Plate Count Agar (Himedia®) a 35°C por 48 horas. Foi realizada a contagem das colonias
microbianas das placas e os resultados foram calculados e expressos em Unidades
Formadoras de Coldnia por grama (UFC/g). Para contagem de coliformes termotolerantes, foi
utilizada a técnica de tubos multiplos, realizando inicialmente a inoculacdo em meio Lauril
Trissulfato de so6dio (Himedia®), com incubagdo a 36°C por 24 a 48 horas. A partir dos tubos
positivos na prova presuntiva, realizou-se a inoculagdo em Caldo EC e incubagdo em
temperatura de 45°C por 48 horas. O resultado foi expresso em NMP/g de frango.

Para pesquisa de Salmonella spp., a solugdo de enxaguadura foi incubada a
37°C, durante 18 a 20 horas. A cultura pré-enriquecida foi homogeneizada e transferida na
propor¢ao 1:10 de caldo Selenito-Cistina (ImL/10mL) e 1:100 em caldo Rappaport
Vassiliadis (0,1 mL /10mL), que foram incubados em 42°C durante 18 a 24 horas. Dos caldos
de enriquecimento seletivo, as amostras foram semeadas em meios indicadores seletivos: agar
XLD, agar Verde Brilhante, agar Salmonella Shigella e Agar Hektoen. Os meios foram
incubados a 37°C durante 24horas e apds este periodo foram observadas as caracteristicas e o
aspecto das coldnias desenvolvidas nas placas (BRASIL, 1995 e 2003a). Apds o isolamento
das colonias suspeitas de Salmonella spp. foram submetidas as provas bioquimicas de urease,
mobilidade em meio SIM, em 4gar Triplice Agucar Ferro (TSI) e Agar Lisina Ferro (LIA). As
cepas que apresentaram resultados caracteristicos foram submetidas ao teste de aglutinagdo
rapida com o soro antissomatico “O” polivalente (Probac®).

Os resultados foram analisados por estatistica descritiva através de
frequéncias absoluta e relativa. A comparacdo das frequéncias dos resultados obtidos pelo
inquérito foi realizada por meio de teste estatistico de qui quadrado com corre¢do de Yates e
teste Exato de Fisher e a magnitude das associagdes foi determinada pelo calculo do Odds
Ratio (OR). As analises foram realizadas no programa Epi Info™ (DEAN et al., 2000) e

adotou-se nivel de significancia de 5%.
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Resultados e Discussao

Dos 103 estabelecimentos de abate artesanal de frangos, houve a
participacdo de 85 abatedouros na pesquisa. Os resultados obtidos em relagdo a andlise
microbioldgica das carcacas de frangos dos estabelecimentos (Tabela 1) mostraram a
contaminagdo por Salmonella spp. em 45 (52,9%) das 85 amostras avaliadas, presenca de
coliformes termotolerantes em 83 (97,6%) amostras, com contagem minima de 10' e maxima
de 10 NMP/g e contaminagdo por bactérias mesofilas com contagem minima de 10° e

méxima acima de 10% UFC/g.

Tabela 1 — Contaminagdo microbioldgica de 85 carcagas de frango avaliadas dos abatedouros
artesanais de frangos de mercados publicos do Estado do Maranhdo, agosto/2013 a abril/2014

Amostras
Contaminacao microbioldgica Frequéncia absoluta Frequéncia relativa
n n (acumulado) n n (acumulado)
Salmonella
Auséncia 40 40 47,1 47,1
Presenca 45 85 52,9 100
Coliformes termotolerantes (NMP/g)
Auséncia 2 2 2,4 2,4
10'-10? 11 13 13,0 15,4
102 | 10° 8 21 9,4 24,8
10°F 10* 24 45 28,2 53.2
10*F 10° 25 70 29,4 82,6
10° |- 108 14 84 16,5 99,1
103 |— 108 1 85 1,2 100,0
Bactérias aerdbias mesoéfilas (UFC/g)
10%-10° 2 2 2,4 2.4
10° | 10* 8 10 9,4 11,8
10% 103 13 23 15,3 27,1
105 F 10° 37 60 43,5 70,6
108 | 107 4 64 4,7 75,3
107 | 108 17 81 20,0 95,3
> 108 4 85 4,7 100,0

No tocante a Salmonella, a taxa de 45 (52,9%) amostras contaminadas foi
superior a outras pesquisas de avaliacdo de carcacas obtidas de feiras e mercados dos estados
da Bahia com 28% (17/60) (BARROS; RIBEIRO; CASELLI, 2014), Sao Paulo com 9,5%
(6/65) (MALDONADO, 2008) e Pernambuco com 16,6% (4/24) (MOURA et al., 2010).
Porém, os resultados assemelham-se aos de Tiroli e Costa (2006) que encontraram taxa de
contaminagdo por Salmonella de 50% em 60 carcagas de frango recém-abatidos de feiras e

mercados de Manaus.
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A Salmonella ¢ um importante agente causador de doengas de origem
alimentar no pais, capaz de provocar em seres humanos os sintomas como diarreia, dores
abdominais e febre (GARCIA; DUARTE, 2014; BRASIL, 2015). Porém, desde de 2001, a
auséncia de Salmonella em 25 gramas de carne de frango in natura nao faz parte dos padrdes
microbioldgicos da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA (BRASIL, 2001).
Conforme a ANVISA, essa bactéria encontra-se difundida de forma critica em aves vivas de
corte em todo mundo, tornando-se dificil seu controle nos abatedouros industriais (BRASIL,
2000). Em abatedouros de aves sob servigo de inspecdo federal do MAPA, a pesquisa de
Salmonella em carcagas ¢ uma analise laboratorial sistematica, servindo para medidas de
controle desse patdgeno em produtos para exportacdao. Através desta, a cada 51 carcagas de
frango analisadas nos abatedouros para pesquisa de Salmonella spp., aceita-se 12 carcagas
positivas ou 20% de positividade (BRASIL, 2003b). Em abatedouros artesanais, com destino
do produto para comunidade local, a inexisténcia de medidas de controle de patdégenos de
origem alimentar e a falta de orientacdo do servico de inspecdo sanitaria sdo fatores que
podem contribuir para permanéncia de deficientes praticas higiénicas de abate e elevados
indices de contaminagdo por Salmonella nos produtos ofertados. Os resultados encontrados
em nosso estudo, alertam para necessidade de controle da Salmonella na cadeia produtiva de
frangos e a intensificacao da vigilancia sob alimentos produzidos e comercializados em feiras
e mercados, como forma a prevenir enfermidades aos consumidores.

A avaliacdo dos fatores relacionados as praticas rotineiras de abate artesanal
dos frangos e o risco de contamina¢do de Salmonella nas carcacas recém abatidas estdo
apresentados na Tabela 2. Dentre os varios fatores avaliados, a andlise estatistica demonstrou
significativa associacdo (p<0,05) entre a contaminagdo de Salmonella e as seguintes variaveis:
aves vivas na area de processamento, presenca de contaminagdo fecal durante a evisceragao;
residuos de penas na area de processamento; residuos de visceras na bancada de evisceragdo e

contato entre carcagas durante o processamento.
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Tabela 2 — Variaveis do abate artesanal de aves e sua associagdo estatistica com a contaminagdo por
Salmonella spp. em carne de frango provenientes de 85 estabelecimentos de mercados publicos do
Estado do Maranhao, agosto/2013 a abril/2014

Variaveis Salmonella Od(i!S ratio Valql de
Amostras positivas/Total (%) (IC"95%) P
Higiene das instalagdes
Sim 21/46 (45,6) 1,90 0,213
Nio 24/39 (61,5) (0,79 - 4,53)
Aves vivas na area de produgdo
Presenca 42/72 (58,3) 4,66 0,041
Auséncia 3/13 (23,7) (1,18 - 18,41)
Utensilios
Satisfatorios 21/43 (48,8) 1,39 0,582
Insatisfatorios 24/42 (57,1) (0,59 -3,28)
Equipamentos
Satisfatorios 24/51 (47,0) 1,81 0,267
Insatisfatorios 21/34 (61,7) (0,75 -4,39)
Pragas
Presente 20/29 (68,9) 2,75 0,057
Ausente 25/56 (44,6) (1,06 - 7,10)
Jejum pré-abate
Sim 27/51 (52.,9) 1,0 0,824
Nio 18/34 (52.,9) (0,41 —2,38)
Renovagdo da agua de escaldagem
Sim 1/6 (16,6) 6,28 0,159
Nao 44/79 (55,6) (0,70 - 56,30)
Contaminacdo fecal visivel
Sim 23/30 (76,6) 4,92 0,002
Nao 22/55 (40,0) (1,80 —13,44)
Acumulo de penas
Sim 39/60 (65,0) 5,8 0,001
Nao 6/25 (24,0) (2,03 -16,97)
Acumulo de visceras
Sim 23/34 (67,6) 2,72 0,045
Nio 22/51 (43,1) (1,11 -6,82)
Contato entre carcagas
Sim 30/41 (73,1) 5,27 0,0007
Nio 15/44 (34,0) (2,07 - 13,37)
Uso de vestuario
Adequado 9/20 (45,0) 1,51 0,577
Inadequado 36/65 (53,3) (0,55 - 4,15)
Asseio pessoal
Sim 7/17 (41,1) 1,80 0,190
Nio 38/68 (55.8) (0,81-5,72)
Hébitos higiénicos
Sim 9/23 (39,1) 2,15 0,190
Nio 36/62 (58,0) (0,81-5,72)

*intervalo de confianga; ** Usado o teste y*
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No abatedouro, a proximidade das aves vivas com a area de processamento
e comercializagdo do produto ¢ um fator importante para contaminacdo da carne. Em 72
(84,7%) estabelecimentos de abate avaliados, ndo havia a separacdo entre a area de
acomodacao das aves vivas (em gaiolas ou em pequenos boxes) e a area de processamento e
comercializacdo da carne. As aves vivas que chegam ao abatedouro sdo fontes iniciais de
contaminagdo de Salmonella e através de suas fezes e penas, pode ocorrer consideravel
contaminag¢do bacteriana do ambiente de recepcao e espera das aves (OLIVEIRA et al., 2011;
VON RUCKERT et al., 2009). Estudos comprovam elevados niveis de contaminag¢do por
Salmonella em gaiolas de transporte ¢ area de recebimento e permanéncia das aves vivas de
abatedouros (CORRY et al.,, 2002; OLSEN et al.,, 2003; SANTOS et al., 2015) ¢ esta
associada a excre¢do da bactéria por estresse resultante do transporte e do jejum pré abate
(ARSENAULT et al., 2007; CARDOSO; TESSARI, 2008). Em estudo sobre a contaminagao
cruzada de Salmonella na linha de abate de aves, Olsen et al. (2003) constataram que as areas
de recebimento das aves de abatedouros tiveram maior isolamento por Salmonella ¢ que o
nivel de contaminagdo diminuia ao longo do fluxo de processamento de abate. Os achados do
estudo refor¢cam a importancia da separagdo dos procedimentos da area considerada “suja” da
area considerada “limpa”, como forma de reduzir o risco de contaminagdo cruzada.

No presente estudo realizou-se a observacdo na etapa de evisceracao
manual, os cuidados do manipulador de realizar manualmente a exposicdo e retirada das
visceras sem rompimento destas. A presenga visivel de contetdo fecal nas carcagas por meio
da evisceragdo descuidada foi associada (OR=4,92; p=0,002) a presenga de Salmonella na
carcaca. Segundo Almeida e Silva (1992), em geral, todas as operagdes de abate podem
resultar em contaminag¢do microbioldgica cruzada por Salmonella spp., sendo a contaminagao
intestinal uma fonte mais comum do que a cutdnea. Quando mal executada pelo manipulador,
a evisceracdo manual torna-se um ponto critico de dissemina¢do de micro-organismos
intestinais nas carcacas € contaminagdes cruzadas por meio de utensilios, maos de
manipuladores e equipamentos (RIVIERA-PEREZ et al.,, 2014; VON RUCKERT et al.,
2009).

Em estudo sobre a presenca de Salmonella na linha de abate de abatedouros
avicolas com inspeg¢do sanitaria, Stoppa (2011) encontrou acentuadas diferencas percentuais
na taxa de isolamento de Salmonella em abatedouro que adotava a evisceragdo mecanizada
(2%) e que adotava evisceragao manual (85%), apontando o método e a falta de cuidado do
operador nos procedimentos de evisceracdo como os possiveis influenciadores. Arsenault et

al. (2007) estudaram os fatores de risco para presenca de Salmonella em abatedouros de perus
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e a contaminagdo fecal visivel sob as carcacas foi associada significativamente com a
percentagem de carcagas contaminadas por Salmonella e com lotes de aves com conteudo
digestivo no ileo, no momento do abate. Conforme os autores, estes resultados apoia a
hipotese de que a contaminagdo da carcaca ocorre a partir da disseminacdo das bactérias ja
existentes no aparelho digestdrio das aves.

Jiménez et al. (2002) e Smith et al. (2007) postularam que as bactérias
Salmonella disseminadas para a carcaga a partir da contaminagdo fecal na evisceragdo sdo
fracamente ligadas a superficie da pele, pois o processo de ligacdo ¢ dependente do tempo e
do tipo de tecido corporal. O que pode aumentar a incidéncia da preseng¢a do patdogeno nas
carcagas com contaminacdo visivel ¢ a lavagem subsequente devido a contaminagdes
cruzadas.

O jejum pré-abate dos animais de corte ¢ um manejo adotado para prevenir
o risco de contaminagdo por conteudo fecal na linha de abate e facilitar a evisceracdo. Em 34
(40%) dos estabelecimentos avaliados, ndo se adotava o jejum pré-abate das aves, justificado
pela permanéncia por até trés dias nos estabelecimentos. Naqueles em que as aves passavam
pelo jejum (n=51), ndo havia controle do periodo de tempo de restricdo alimentar até o abate.
Apesar da auséncia do jejum pré-abate ndo ter sido associado (OR = 1,0; p = 0,824) com a
presenca de Salmonella, essa variavel foi significativamente associada (OR= 2,92; IC 95% =
1,16 — 7,34; p = 0,037) com a contaminacao fecal das carcagas. O jejum pré-abate precisa ser
criteriosamente observado, uma vez que a auséncia deste facilita o rompimento intestinal por
ndo esvaziamento completo do trato gastrointestinal das aves e periodos demasiadamente
prolongados tornam as visceras mais frageis e suscetiveis a ruptura (MENDES, 2001).

O acuamulo de penas e visceras na bancada de processamento foram fatores
com significativa associa¢do (penas: OR = 5,8 e p = 0,001; visceras: OR = 2,7 e p = 0,045)
com a presenga da Salmonella. As penas e o trato gastrointestinal das aves sdo as fontes
potenciais de Salmonella capazes de provocar contaminagdes cruzadas através das superficies
de contato (RUSSEL, 2012). A 4rea e as depenadeiras sdo frequentemente associadas com a
contaminagdo cruzada por Salmonella, seja pela contaminagdo ambiental ou pela superficie de
contato com as carcagas (GOKSOY, KIRKAN; KOK, 2004; NDE et al., 2007;
RASSCHAERT; HOUF; ZUTTER, 2007). O excesso de penas proximo as depenadeiras
mecanicas foi uma realidade predominante (70,6%) nos abatedouros artesanais, indicando
falhas na higienizagdo ambiental e possivelmente falhas na higieniza¢io dos equipamentos. E
dificil conseguir contagens bacterianas baixas na pele e penas das aves destinadas ao abate,

visto que essas bactérias consistem na microflora nativa dos frangos de corte, concebida a
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partir do ambiente de criagdo (RUSSEL, 2012). Assim, a énfase deve ser colocada sobre a
higiene na linha de abate.

O amontoamento das carcagas durante o processo de depenagem e
evisceragdo permitiu o maior contato entre as mesmas, aumentando 5,27 vezes as chances de
positividade de Salmonella nas carcagas avaliadas (Tabela 2). Estudos reportam que o nivel
de contaminacdo de bactérias entéricas aumenta com o contato entre as carcagas durante o
processamento (ARSENAULT et al., 2007; NORTCHUTT et al., 2006). O abate industrial as
carcagas sao penduradas em trilhagem aérea, evitando o contato entre elas. Em abatedouros de
pequena escala, o processamento das carcagas ¢ realizado de forma manual e com repetitivo
contato com as mesas de trabalho e entre as carcacas, o que facilita as contaminagdes
cruzadas (SILVA, 2010).

A contaminagdo por grupo dos coliformes termotolerantes esteve presente
em 96,4% das amostras, com contagens alcancando até 108 NMP/g (Tabela 1). Para a
ANVISA, que estabelece o padrao microbioldgica aceitavel em alimentos destinados ao
consumo humano no Brasil, a contagem de até 10* NMP/g do grupo dos coliformes
termotolerantes por grama € o unico parametro de qualidade para carnes de aves “in natura”
resfriadas e congeladas (BRASIL, 2001). Utilizando-se esse parametro, visto que nao ha
padrao para carnes mantidas em temperatura ambiente, verificou-se que 40 (47,05%) amostras
de carcacas apresentaram contagens de coliformes termotolerantes variando de 10* a 10%
NMP/g, ou seja, em condicdes consideradas inaceitaveis para comercializagdo. Os resultados
encontrados assemelham-se aos de Moura Filho et al. (2010) que verificaram 41% de carcacas
com contagens de coliformes termotolerantes acima do preconizado pela ANVISA, em
abatedouros artesanais de frangos presentes na Regido Metropolitana de Recife. Os resultados
encontrados indicam falhas no controle higiénico sanitario, o que reflete a insuficiente higiene
e desinfec¢do da linha de abate, assim como as falhas nas praticas de controle por parte dos
manipuladores.

Foi avaliada a presenga de Salmonella em relag¢do ao nivel de contaminagéo
por coliformes termotolerantes nas carcacas dos estabelecimentos (Figura 1). Em nosso
estudo, todas as amostras positivas para Salmonella apresentou contaminagdo por coliformes
termotolerantes, sendo que a maior positividade (n=19) ocorreu na contagem de coliformes
termotolerantes de 10* a 10° NMP/g. Ndo foi observada diferenca significativa entre a
contaminag@o por Salmonella e a contagens aceitaveis de coliformes termotolerantes (p =

0,0989) na carne de frango. Portanto, nas condi¢cdes do abate artesanal em nosso estudo, tem-
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se a assertiva de que os elevados niveis de contaminacao fecal nem sempre estao relacionados

com os niveis de contaminagdo por enteropatogenos como Salmonella.

Figura 1 — Numero de amostras positivas para Salmonella de acordo com o nivel de contaminagdo por
coliformes termotolerantes em 85 carcagas provenientes de abatedouros artesanais do Estado do
Maranhao, agosto/2013 a abril/2014
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Para as bactérias aerdbias mesofilas, observaram-se amostras com contagens
acima 10® UFC/g. A contagem de micro-organismos meséfilos serve como indicativo da
excessiva contamina¢do do alimento analisado, o que pode diminuir a tempo de vida util do
produto (SILVA et al., 2007). O abate de frangos de forma artesanal requer uma série de
etapas de manipulagdo da carne, possibilitando a contaminagao por diversos microrganismos
oriundos da propria ave ou do ambiente do abatedouro através do manipulador e das
superficies de contato. As deficientes praticas de higiene durante manipulacdo aliadas a
manutengdo das carcagas em temperatura ambiente durante a comercializacdo dos produtos
nos mercados podem ter permitido condigdes favoraveis para a contaminagdo € o
desenvolvimento de bactérias mesofilas na carne de frango, justificando as elevadas

contagens encontradas nos produtos.
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Concluséao

As carcagas de frango obtidas do abate artesanal e comercializadas nos
mercados avaliados apresentaram as condic¢des higi€nicas deficientes e risco de veiculagao de
Salmonella para os consumidores. A proximidade das aves vivas a area de processamento, o
acumulo de residuos da depenagem e da evisceracdo, a falta de cuidado do manipulador nas
operagdes de evisceragdo e o contato demasiado entre as carcagas durante o processamento
foram fatores que aumentaram a chance de contaminagdo por Salmonella no produto final.
Esses dados reforcam a importancia do monitoramento sanitario e orientagdes educacionais
por parte dos 6rgdos competentes quanto ao abate e comercializagdo da carne de frango em

mercados publicos regionais.
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7 CONCLUSAO

A Salmonella spp. existe na cadeia de produgdo de frangos do Estado do
Maranhdo, com elevada ocorréncia, principalmente, em carcagas destinadas a
comercializa¢do. Salmonella ser. Schwarzengrund apresentou maior prevaléncia e predominio
ao longo das etapas de produg@o, enquanto os sorovares Salmonella ser. Enteritidis e
Salmonella ser. Typhimurium tiveram ocorréncia no ambiente de criagdo de frangos,
sugerindo a necessidade de implementagdo de controle sanitario nas granjas avicolas. Os
isolados de Salmonella das diferentes fontes da cadeia evidenciaram fenotipos com resisténcia
as distintas classes de antimicrobianos de uso convencional na medicina veterinaria, com
elevada frequéncia de fendtipos com resisténcia multipla a drogas (MDR). Nesses isolados,
foram detectados genes que codificam resisténcia as sulfonamidas (sull e sul2), trimetoprim
(dfrA1 e dfrA12), tetraciclinas (tetA, tetB, tetC e tetE) e beta-lactamicos (blaCTX-M,
blaCTX-M2 e blaSHV). Os genes determinantes de resisténcia aos beta-lactamicos tiveram
associacdo predominante com os genes de resisténcia as sulfonamidas, tetraciclinas e
trimetoprim, sugerindo existir mecanismos que levaram a co-sele¢do de genes de resisténcia a
diferentes classes de antimicrobianos. Nos abatedouros artesanais de frangos, as carcagas
comercializadas apresentaram contagens elevadas de coliformes de origem fecal e micro-
organismos mesofilos. As falhas de higiene e operacdes do abate nas etapas de recep¢ao das
aves, depenagem e evisceragdo manual tiveram associacdo com altas taxas de contaminagao

por Salmonella no produto final.
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APENDICE A — Amplificagdo de PCR do gene invA e genes de resisténcia as sulfonamidas,
tetracilinas, trimetoprim e beta-lactdmicos

Figura A.1 Amplificacdo de PCR do gene invA. Linha M: 100 bp DNA, Ladder (Promega),
Linha 1: Controle positivo (ATTCC 13076). Linha 2-9: amostras positivas para Salmonella
spp., Linha 10: Controle negativo.

M1 2 3 4 56 7 8 910

Figura A2 Amplificagdo de PCR do gene sull. Linha M: 100 bp DNA, Ladder (Promega),
Linha 1: Controle positivo, Linha 2-7: amostras positivas, Linha 8: Controle negativo.
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Figura A3 Amplificagdo de PCR do gene dfrA12. Linha M: 100 bp DNA, Ladder (Promega),
Linha 1: Controle positivo, Linha 2 e 3: amostras negativas, Linha 4: amostra positiva, Linha
5: Controle negativo.

M 1 2 3 4 5

Figura A4 Amplificagdo de PCR do gene tetC. Linha M: 100 bp DNA, Ladder (Promega),
Linha 1: Controle positivo, Linha 2 e 6: amostras postivas, Linha 3, 4 e 5: amostras negativas,
Linha 7: Controle negativo.
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Figura A5 Amplificagdo de PCR do gene blaCTX-M. Linha M: 100 bp DNA, Ladder
(Promega), Linha 1: Controle positivo, Linha 2 e 6: amostras negativas, Linhas 3, 4 e 5:
amostras positivas, Linha 7: Controle negativo.

M 1 2 3 4 5 6 7
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APENDICE B - Fluxo de processamento do abate artesanal nos mercados publicos da
Mesorregiao Norte do Maranhdo, 2014

Sangria manual
(cones)

(Panelas de aluminio)

. Espera
Aves vivas _
(gaiolas ou boxes)
Depenagem
Escaldagem

(Depenadeira mecéanica
por centrifugagéo/

Evisceragdao manual
(bancada)

manual)
Lavagem Embalagem
(Agua corrente) (papel filme)

Comercializagao
(Temperatura ambiente)
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APENDICE C — Inquérito epidemioldgico aplicado em abatedouros artesanais dos mercados
publicos da Mesorregiao Norte do Maranhao.

Estudo sobre o abate artesanal de frangos realizado em mercados publicos maranhenses

Data  / / Horario: Conduzida por N°

DADOS DO LOCAL

Mercado: Municipio:

N° do estabelecimento: 3) Ponto de referéncia:

Nome do proprietario:

QUESTIONARIO DO MANIPULADOR

Dados sécio econdmicos
5) Género: O masculino O feminino

6) Idade: O Menor que 20 anos
20 a 30 anos
031 a 40 anos
41 a 50 anos
051 a 60 anos
O Acima de 60 anos

7) Grau de Escolaridade O Sem escolaridade
O Ensino fundamental incompleto
O Ensino fundamental completo
OEnsino médio incompleto
OEnsino médio completo
OEnsino superior

9) O abate de frango ¢ sua Unica fonte de O Sim O Nao

renda?

O Menor que 1 salario minimo
[ 1 salario minimo

[ 2 a 3 salarios minimo

O Acima de 3 salarios minimo

10) Renda mensal

11) H& quanto tempo trabalha nessa atividade?




12) Qual foi o motivo para se inserir na atividade?

13) Seus pais eram feirantes? O Sim 0O Nao

14) Recebeu alguma capacitagdo em Boas O Sim O Nao

Préticas de Manipulacao?

Dados da producéo e abate

15) Quantos frangos sao abatidos por dia?

16) Que horas inicia e termina o abate?

17) Qual ¢ a origem dos frangos vivos?

18) Qual ¢ o tempo de espera do frango para o abate?

19) O frango passa por algum jejum? O Sim [ Nao Tempo:

CHECK LIST
CONDICOES HIGIENICO SANITARIAS DO ESTABELECIMENTO

Equipamentos e utensilios

20) Azulejos claros e integros na parede O Sim 0O Nao
21) Bancada lisa e de material impermeavel O Sim 0O Nao
22) Gaiola das aves proxima ao local de manipulagdo da carne O Sim 0O Nao
23) Tébuas e facas de cabo de polietileno ou inox O Sim 0O Nao
24) Lavatodrio para maos O Sim 0O Nao
25) Balcao frigorifico para venda de frango O Sim 0O Nao
26) Os equipamentos em bom estado de conservagdo e higiene O Sim 0O Nao

Manipulador de Alimentos
27) Vestuario completo, de cor clara e limpo O Sim 0O Nao
28) Asseio pessoal (unhas curtas, cabelos protegidos, sem barba, [ Sim [ Nao
sem adornos)
29) Lavagem cuidadosa das maos antes da manipulagdo O Sim [ Nao
30) Habitos higiénicos (ndo espirra, cospe, fuma, espirra sobre [ Sim [ Nao
os alimentos, lava cuidadosa das mdaos antes da
manipulacdo)
31) Usa luvas descartaveis? O Sim [ Nao
Processamento e COI’]SGI’V&(}&O

32) Aves com sinais de doenca O Sim 0[O Nao
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33)
34)
35)
36)
37)
38)
39)
40)
41)
42)

Jejum pré-abate

Sangria por tempo igual ou maior a 3 minutos

Escaldagem por até 4 minutos

Renovacao frequente de 4gua de escaldagem

Retirada frequente de penas

Evisceragdo habilidosa

Contaminacao fecal visivel nas carcacas

Retirada frequente das visceras da bancada

Contato frequente de carcacas na evisceragdo e depenagem
Comercializado embalado

Presenca visivel de pragas

O Sim
O Sim
O Sim
O Sim
O Sim
O Sim
O Sim
O Sim
O Sim
O Sim
O Sim

O Nao
O Nao
O Nao
O Nao
O Nao
O Nao
O Nao
O Nao
O Nao
O Nao
O Nao
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