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PESQUISA DE Salmonella spp E Escherichia coli EM CORTES DE FRANGO
TEMPERADO COMERCIALIZADOS NO MUNICIPIO DE RIO VERDE, GOIAS

Resumo

A alimentacao tem sido motivo constante de preocupac¢do mundial. Com a producéo
em larga escala a contaminacéo dos alimentos tem seu inicio na obtencdo da matéria
prima, pois durante a manipulacao pode ocorrer uma série de fatores relacionados a
falta de higiene dos equipamentos e até mesmo de quem o0s manipula. A
contaminacao pode se estender até as etapas de armazenamento, acondicionamento
e distribuicdo, pois permitem a exposicao direta ao ambiente A carne de frango pode
veicular patdgenos ja que sua base proteica € naturalmente nutritiva para os
microrganismos. Os agentes biologicos mais comumente citados nos casos de
Doencas Veiculadas por Alimentos sédo bactérias, virus, toxinas, parasitas e
substancias toxicas. Sendo as bactérias os agentes com maior relagdo dos casos e
dentre elas a Salmonella spp. e Escherichia coli. A importancia da vigilancia alimentar,
bem como seu impacto na saude publica, torna necessario, a identificacdo da real
gualidade microbiolégica da carne de frango em especial quando comercializado na
forma temperada, visto a escassez de trabalhos abordando esse tipo de matriz
analitica , uma vez que essa, pode ser veiculadora de importantes patégenos, devido
a grande preferéncia por parte dos consumidores para esse tipo de proteina
processada. Assim propomos com esse trabalho, avaliar a carne de frango temperado
comercializada no municipio de Rio Verde, Goias, utilizando como agentes
indicadores a Escherichia coli e Salmonella spp., visando identificar de sorotipos de
importancia para a saude publica através da aplicacdo de técnicas moleculares, bem
como seus fatores de risco e possiveis resisténcias aos antibidticos.

Palavras-chave: saude publica, seguranga de alimentos, vigilancia em saude.



RESEARCH OF Salmonella spp AND Escherichia coli IN COURTS OF CHICKEN
MARKETED IN THE MUNICIPALITY OF RIO VERDE, GOIAS

Abstrac

Food has been a constant cause of worldwide concern. With the large-scale
production, contamination of food has its beginning in obtaining the raw material,
because during the manipulation can occur a series of factors related to the lack of
hygiene of the equipment and even of who manipulates them. Contamination can
extend to the storage, packaging and distribution stages as they allow direct exposure
to the environment. Chicken meat can transport pathogens since its protein base is
naturally nutritious for microorganisms. The biological agents most commonly cited in
cases of foodborne diseases are bacteria, viruses, toxins, parasites and toxic
substances. Bacteria are the agents with the highest ratio of cases and among them
Salmonella spp. and Escherichia coli. The importance of food surveillance, as well as
its impact on public health, makes it necessary to identify the actual microbiological
quality of poultry meat especially when marketed in the temperate form, given the
scarcity of studies addressing this type of analytical matrix, since this can be a carrier
of important pathogens, due to the high preference of consumers for this type of
processed protein. Thus, we propose to evaluate the meat of temperate chicken
commercialized in the city of Rio Verde, Goias, using as indicator agents Escherichia
coli and Salmonella spp., In order to identify serotypes of importance for public health
through the application of molecular techniques, as well as its risk factors and possible
resistance to antibiotics.

Key words: public health, food safety, health surveillance.
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1.INTRODUCAO GERAL

Por definicdo proposta pela Organizacdo Mundial da Saude, Doenca Veiculada
por Alimento (DVA) é toda e qualquer enfermidade causada pela ingestdo de
alimentos ou agua contaminados podendo essa ser de origem infeciosa, quando
provocadas por microrganismos, ou toxica, quando provocadas por toxinas quimicas
(WHO 2002).

A alimentacao tem sido motivo constante de preocupagdo mundial. InUmeras
sdo as causas que geram a contaminacao dos produtos alimenticios. Desta forma, a
Organizacdo Mundial de Saude tem se empenhado na reducdo da contaminacgao de
alimentos por agentes bioldgicos, considerados patogénicos por causarem danos a
saude (JOOB & WIWANITKIT, 2015).

Com a producéo em larga escala a contaminacao dos alimentos pode ter seu inicio
na producao da propria matéria prima. Durante a manipulag¢éo pode ocorrer uma série
de fatores relacionados a falta de higiene dos equipamentos e até mesmo de quem
0s manipula. A contaminacdo pode se estender até as etapas de armazenamento,
acondicionamento e distribuicdo, pois estes permitem a exposicéo direta ao ambiente
(PEREIRA, 2016).

A carne de frango pode veicular patégenos jA que sua base proteica €
naturalmente nutritiva para os microrganismos. Eles e se proliferam-se devido a
fatores extrinsecos como a contaminacao durante o abate e fatores intrinsecos como
o pH favoravel. Sdo inUmeras as possibilidades de contaminar o alimento por
bactérias patogénicas e o abate € um dos pontos cruciais (BISCOLA et al., 2011; CHOI
et al., 2013; VELHO et al., 2015).

Os agentes bioldgicos comumente envolvidos nos casos de DVA,S sao
bactérias, virus, toxinas, parasitas e substancias toxicas. Sendo as bactérias os
agentes mais citados, e dentre elas as mais comuns sdo Salmonella spp., e
Escherichia coli (BRASIL, 2014).

O controle e monitoramento de Salmonella spp. em carne de frangos e perus é
realizado no Brasil desde 2003, conforme Instru¢édo Normativa n°® 70, de 6 de outubro
de 2003, a qual foi recentemente atualizada por meio da Instru¢do Normativa n° 20,
de 21 de outubro de 2016, trazendo grandes avangos para o controle de salmonela

em aves. A nova instrugdo normativa prevé medidas a serem adotadas em toda a



cadeia produtiva, desde as granjas até o abatedouro frigorifico, visando reduzir a
prevaléncia deste patdgeno e contribuir para protecdo da saude dos consumidores
(BRASIL, 2018).

Salmonella spp. possuem forma de bastonete, sdo Gram negativas e
pertencem a familia Enterobacteriaceae, sdo responsaveis por causar doencas nos
animais e nos seres humanos, encontrada primeiramente no trato intestinal de animais
(DAMER, 2014).

Escherichia coli constitui um grupo de bactérias Gram negativas classicas que
normalmente habitam a microbiota intestinal do homem e de animais, sendo
tipicamente ndo patogénicas. Entretanto, subgrupos de E. coli apresentam fatores de
viruléncia que as tornam capazes de causar doencas. E um indicador de
contaminacdo fecal, por estar na microbiota das aves e outros animais. Logo, falhas
no abate e manipulacdo podem contaminar os alimentos durante todo o
processamento até a mesa do consumidor (CALDORIN, 2013; TRUNG et al., 2016).

A importancia da vigilancia alimentar, bem como seu impacto na saude publica,
torna necesséria, a identificacdo da real qualidade microbiolégica da carne de frango,
uma vez que essa, pode ser veiculadora de importantes patdégenos. Ao avaliar a
presenca de microrganismos em alimentos, ndo se deve negligenciar o aspecto da
suscetibilidade a antibiéticos, os quais sao utilizados na producdo de animais

destinados ao consumo humano, em que se observa 0 uso de forma indiscriminada.

Entre os fatores que contribuem para esse uso irracional destacam-se, as
davidas no diagnoéstico entre infeccdes bacterianas e virais; auséncia de programas
de uso racional de antimicrobianos; erros na prescricao quanto a sua administracao e
0 ndo cumprimento do periodo de caréncia, tem contribuido para o desenvolvimento
de resisténcia microbiana (MOTA et al. 2005; MARQUES et al., 2008; NOVARETTI,
2014).

Assim, propomos com esse trabalho, avaliar a carne de frango temperado
comercializada no municipio de Rio Verde, Goias, utilizando como agentes
indicadores a Escherichia coli e Salmonella spp, visando identificar os genovares de
importancia para a saude publica através da aplicacao de técnicas moleculares, bem

como seus fatores de risco e possivel resisténcia aos antibidticos.
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CAPITULO 1

ASPECTOS MICROBIOLOGICOS E EPIDEMIOLOGICOS DE PRODUTOS DE
ORIGEM ANIMAL COMERCIALIZADOS NA CIDADE DE RIO VERDE, GOIAS

Flavio Barbosa da Silval*; tlderval da Silva JUnior Sobrinho?; Marcia Dias3; Cecilia Nunes
Moreiraa.

1 Pés-graduandos do curso de Biociéncia animal, Universidade Federal de Goias REJ. flaviorcc2009@hotmail.com*
2 Professor Adjunto do curso de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal Goias, Regional Jatai-GO, Brasil

3 Professora Associada do curso de Zootecnia da Universidade Federal Goias, Regional Jatai, -GO, Brasil

4 Professora Associada do curso de Medicina Veterinaria da Universidade Federal Goias, Regional Jatai, -GO, Brasil

Resumo

Na cadeia produtiva de aves existem inimeros desafios sanitarios, enteropatégenos como
Salmonella spp e Escherichia coli tornam-se cada dia mais importantes, visto que uma vez instalados
na cadeia inicial de producdo, podem se disseminar para todas as fases de produgéo impossibilitado
a oferta de um alimento seguro. A identificacao da real qualidade microbioldgica da carne de frango
em especial quando comercializado na forma temperada se faz necesséaria, visto a escassez de
trabalhos abordando esse tipo de matriz analitica, uma vez que essa, pode ser veiculadora de
importantes patdgenos, devido a grande preferéncia por parte dos consumidores para esse tipo de
proteina processada. Fundamentados nisso, propomos com esse trabalho avaliar as condigdes
sanitarias dos estabelecimentos comercializadores de produtos de carne de frango temperado
localizados no municipio de Rio Verde, Goias, utilizando como microrganismos alvo Salmonella spp
e Escherichia coli, bem como avaliar itens basicos como data de validade e presenca de selo de
inspecdo municipal. De um total de 80 amostras analisadas, observou-se que 30% (24/80) das
amostras de carne de frango temperado foram positivas para a bactéria do género Salmonella spp e
55% (44/80) das amostras foram confirmadas a presenca de E. coli. Na identificacdo das amostras
quanto ao seu local de origem observou-se que 63,75% (51/80), tinham sua origem em
supermercados, enquanto 36,25% (29/80) eram provenientes de casas de carne. Estratificando apenas
as amostras positivas em relacdo a sua origem, pontuando o agente Salmonella spp. nota-se que
27,45% (14/51) eram de supermercado e 34,48% (10/29) de casas de carne, e para 0 agente
Escherichia coli, 49,01% (25/51) das amostras positivas eram de supermercado enquanto 65,55%
(19/29) de casas de carne. Quanto a presenca do selo de inspecdo municipal, (SIM), 80% (64/80) das
amostras apresentavam o selo, contra 20% (16/80) que ndo o apresentavam. E no critério validade foi
observado, que 83,75% (67/80) continha data de validade e apenas 16,25% (13/80) ndo apresentava
essa informacdo. A legislacdo em sua narrativa, garante protecdo para o consumidor no que diz
respeito a presenca de sorotipos patogénicos desse agente, porém, vale ressaltar que a ac¢éo efetiva de
vigilancia em salde, e a constante investigacdo laboratorial dos produtos sdo necessarias.

Palavras-chave: saude publica, seguranca alimentar, vigilancia sanitéria.



1 INTRODUCAO

A producdo de alimentos de qualidade e que sejam seguros aos consumidores representa o
maior desafio para os estabelecimentos do setor de alimentacdo. Fazer frente a esse desafio requer
alto grau de comprometimento por parte de todos os envolvidos nos processos de elaboracdo e
oferecimento de alimentos (Goncalves, 2014).

Doencas de veiculacdo alimentares tém sido causa de investigacdes e pesquisas para que
agentes etioldgicos e fatores correlatos sejam identificados e analisados. O conhecimento dos fatores
envolvidos no processo € importante para estabelecer os mecanismos de prevencdo e controle
(Medeiros et al., 2017).

Condicoes higiénicas sanitarias em que o alimento é produzido, manipulado e comercializado,
interferem diretamente na qualidade microbiologica desses alimentos, e consequentemente, a falta de

cuidado nesses aspectos pode trazer riscos a saude do consumidor (Zuldt, 2014).

A carne de frango é um produto fundamental na dieta alimentar de praticamente todos os
paises e por tal motivo ocorre um constante crescimento da producdo mundial de frango. O Brasil
tornou-se o segundo maior produtor mundial de frangos, porém esta carne pode se tornar veiculo de
transmissdo de indmeros microrganismos caso sejam negligenciados os procedimentos sanitarios
durante o alojamento das aves nas granjas, a fase de manejo pré-abate e as operagdes de abate de

forma adequada (Brasil, 2017).

Os agentes bioldgicos mais comumente citados nos casos de DVA’S sdo bactérias, virus,
toxinas, parasitas e substancias toxicas. Sendo as bactérias os agentes com maior relacdo dos casos e
dentre elas as mais comuns a Salmonella spp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Shigella spp.,
Bacillus cereus e Clostridium perfringens. Salmonella spp e Escherichia coli séo agentes patogénicos
comuns a varios animais e inclusive humanos, sendo, portanto, patégenos de relevancia em salde

publica e animal em todo o mundo (Brasil, 2014, Lammie, 2016).

Salmonella é um dos géneros mais destacados da familia Enterobacteriaceae, presente na
microbiota intestinal de animais e humanos. E um patégeno de significAncia mundial, de ampla
distribuicdo no ambiente, em que os alimentos s&o os principais veiculos de sua transmissao. Ha mais
de 2.600 sorovares identificados de Salmonella, sendo todos considerados como potencialmente
patogénicos (Brasil, 2018). Escherichia coli bactéria Gram negativa que normalmente habitam a
microbiota intestinal do homem e de animais, sendo tipicamente ndo patogénicas. Entretanto,
subgrupos de Escherichia coli apresentam fatores de viruléncia que os tornam capazes de causar
doencas (Caldorin, 2013).



O conhecimento dos requisitos e técnicas de Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) de
alimentos é fundamental para que haja conscientizacdo e habilidades necessarias a prevencédo de
perigos nos alimentos servidos ao consumo coletivo. Este conhecimento abrange também, o de
doencgas transmitidas por alimentos, bem como de micro-organismos patogénicos (Gongalves,
2014).

O controle higiénico sanitario dos estabelecimentos produtores de alimento é fiscalizado e
inspecionado pelos servigos de inspecdo. O servico de inspecdo sanitaria e industrial dos produtos
de origem animal € estruturado em funcdo da area de abrangéncia da comercializacao da producéo.
O servigo de inspecdo municipal (SIM) deve controlar a qualidade dos produtos de origem animal
comercializados no municipio, aléem de incentivar as pequenas empresas e empreendedores a

sairem da clandestinidade (Brasil, 1989).

A exigéncia de que os municipios implantem esse servico é antiga, mas a realidade é
diferente da legislacdo. A adesdo ao SIM é de extrema importancia para a agroindustria, pois €
uma garantia da qualidade dos produtos. Além da questdo higiénico-sanitaria, existe a necessidade
da habilitagdo dos produtores para a participacdo em programas federais como o Programa
Nacional de Alimentacdo Escolar (PNAE) e o Programa de Aquisi¢do de Alimentagdo (PAA)
(Prezotto & Nascimento, 2013).

O Municipio de Rio Verde/Goias, hd mais de 20 anos destaca-se nacionalmente na atividade
do agronegdcio, crescendo desordenadamente do ponto de vista populacional e estrutural. Assim,
mudancas baseadas no controle operacional e minimizacdo de possiveis riscos e agravos a saude da
populacdo foram necessérias. Em 2006, o municipio implantou o servigo de inspecdo municipal,
sendo o primeiro do estado, mas o servico foi regulamentado somente em 2009, sendo registrado o
primeiro estabelecimento com certificado do servico de inspec¢do municipal (SIM) apenas em 2011
(VISAM, 2015).

Os fatores determinantes para o surgimento das DVAs sdo inumeros, bem como a
compreensdo dos reais perigos durante a ingestdo de alimentos de origem animal. Fundamentados
nisso, propomos com esse estudo avaliar a qualidade microbiologia da carne de frango temperado
comercializada no municipio de Rio Verde, Goias, utilizando como microrganismos alvo Salmonella
spp. e Escherichia coli, determinando as possiveis diferencas entre os estabelecimentos atendidos
pelo servico de inspegcdo municipal (SIM), entre aqueles que ndo possuam esse servigo, avaliando a
forma de disposicéo dos alimentos encontrados disponiveis para comércio, bem como a presenca de
data de validade e o tipo de estabelecimento entre outros aspectos que possam contribuir para a

seguranca do consumidor.



2 MATERIAIS E METODO

Foram avaliadas 80 amostras de carne de frango temperado de 40 estabelecimentos comerciais
escolhidos de forma aleatdria sendo esses supermercados ou casas de carne. As coletas foram
realizadas em duas etapas e 0 experimento foi realizado no Laboratdrio de Praticas Veterinarias da
Universidade Federal de Jatai (UFJ).

As amostras foram adquiridas por meio de compra sendo uma por¢do média de 200 gramas,
conforme estabelecido ANVISA (RDC 12), na forma a granel. Foi preenchido um formulario com
descricdo da data, hora da coleta, tipo de corte, rotulagem e origem. Ndo foi aplicado questionario e

foi mantido sigilo sobre a identidade dos estabelecimentos.

As amostras foram processadas pelo isolamento bacteriano convencional segundo a
International Organization for Standartization (ISO) 6579: 2002, para confirmacdo do agente
Salmonella spp. J& para a determinacdo de Escherichia coli, as amostras foram processadas seguindo
a metodologia prevista pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA — IN n° 62/
2003).

Os dados foram computados no programa Sistema de Andlises Estatisticas — SAS v. 9.3
(2010) a 5% de probabilidade. Foi usado o qui-quadrado de Mantel-Haenzsel para tendéncia linear e
"razdo de chances" (OR), para avaliar os provaveis fatores de risco ambientais e de manuseio, na

prevaléncia de Salmonella spp e Escherichia coli.

Os critérios de avaliagdo das amostras de carne de frango temperado foram classificados a
partir da presenca ou auséncia de Salmonella spp. e Escherichia coli. Outras variaveis foram avaliadas
sendo essas 0 local (supermercados e casa de carne), presenca ou auséncia de selo de inspecéo

municipal (SIM) e data de validade.

Esta pesquisa ndo recebeu nenhuma concesséo especifica de agéncias de fomento no setor

publico, comercial ou setores sem fins lucrativos.



3 Resultados e Discussao

De acordo com o isolamento bacteriano convencional, observou-se que 30% (24/80) das
amostras de carne de frango temperado foram positivas para Salmonella e 55% (44/80) amostras
foram confirmadas a presenca de E. coli.

Correlacionando com os dados encontrados na pesquisa com o0s dados apresentados
recentemente pelo Ministério da Salde, nota-se semelhancas entre eles. Ao serem elencados 0s
principais agentes causadores de DVA no Brasil, no periodo compreendido entre o ano de 2007 a
2017, foi observado que o agente Salmonella sp. e Escherichia coli lideram os niumeros de casos de
surtos registrados e confirmados no pais sendo um percentual de 7,5% para casos envolvendo
Salmonella spp e 7,2% para Escherichia coli, demonstrando a permanéncia desses agentes nos
alimentos sendo um potencial risco para a populacdo que consome esse tipo de alimento (Brasil,
2017).

Abordando as positividades para Salmonella spp. e comparando-as a outras pesquisas
semelhantes, permite-se considerar que a diferenca nos resultados encontrados, pode ser justificada
por diversos fatores inerentes as instalagdes encontradas nos diferentes estabelecimentos visitados,
bem como a existéncia ou auséncia de boas préaticas de fabricacdo, e sobretudo dos cenérios e
metodologias diagnosticas realizadas para essa determinacdo. Bau et al. (2001) ao analisar 124
amostras de carne de frango em um experimento similar desenvolvido na regido sul do pais, observou

prevaléncia de 10,48% (13/124) de amostra de carne de frango contaminadas pelo agente Salmonella

Spp.

Moreira (2014), em estudo realizado na cidade de Goiania ao avaliar 100 carcacas no
municipio por meio dos ensaios analiticos empregados (triagem + confirmacao) foi possivel obter 21
isolados de Salmonella sp. em carcacas de frangos resfriadas.

Ainda se referindo ao perfil microbioldgico no estado, Portilho (2016), avaliando a producao
de cortes de frango temperado em estabelecimentos do municipio de Rio Verde, Goias identificou
em sua pesquisa a presenca de Salmonella spp. em carne de frango temperado, determinando em um

total de 30 estabelecimentos visitados uma positividade 80% (24/30) para o agente em questao.

Os resultados para o agente Escherichia coli, ao serem comparados com 0s autores
apresentaram diferencas consideraveis. Souza et al. (2002) determinaram que em 60 cortes de carne
de aves adquiridos no comercio varejista da cidade de Jodo Pessoa - PB, ha prevaléncia de 95%

(57/60) das amostras positivas para E. coli.
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Entretanto, resultados inferiores foram relatados por Beraldo-Massoli et al. (2014), ao
avaliar 54 amostras de frango na cidade de Jabuticabal — Sdo Paulo, onde se obteve a positividade de
apenas 18,5% para Escherichia coli. Resultados distintos foram descritos por Younis et al. (2017), ao
analisarem 120 amostras de carnes de frangos no Egito, determinando que apenas 11,66% (14/120)

das amostras estavam contaminadas com a Escherichia coli.

Essas diferengas entre os resultados abordados na discussdo, ressalta que as diferentes
formas de processamento, armazenamento e comercializagdo das amostras, sdo determinantes para a

qualidade microbioldgica do produto final.

Na identificacdo das amostras quanto ao seu local de origem observou-se que 63,75% (51/80),
tinham sua origem em supermercados, enquanto 36,25% (29/80) eram provenientes de casas de carne.
Estratificando apenas as amostras positivas em relacdo a sua origem, pontuando o agente Salmonella
spp. nota-se que 27,45% (14/51) eram de supermercado e 34,48% (10/29) de casas de carne. Ja para
0 agente Escherichia coli, 49,01% (25/51) das amostras positivas eram de supermercado enquanto
65,55% (19/29) de casas de carne.

No experimento proposto por Bau et al. (2001) 6,06% (4/66) eram de supermercado e 15,51%
(9/58) proveniente de casas de carne, propondo que 0 aumento nas amostras positivas para os agentes
em questdo se da pelas diferencas na manipulacdo existentes nos dois tipos de estabelecimentos. Nas
casas de carne, sdo comuns praticas de manipulacdo inadequadas e variacdes nas temperaturas de
conservacdo dos produtos, o que favorece a multiplicacdo de micro-organismos. Enquanto nos
supermercados, os produtos de frangos estdo embalados em plasticos e bem refrigerados ou

congelados, o que reduz a contaminacao cruzada e retarda a multiplicacéo bacteriana.

As amostras foram classificadas quanto a presenca do selo de inspecdo municipal (SIM),
sendo 80% (64/80) das amostras apresentavam o selo, contra 20% (16/80) que ndo o apresentavam.
O critério validade também foi observado, no qual 83,75% (67/80) continha data de validade e apenas

16,25% (13/80) ndo apresentava essa informacao.

Quanto a atuacdo do SIM, Portilho (2016) relatando a implantacdo do servico de inspecdo no
municipio de Rio Verde, GO e avaliando sua eficacia, estipulou a pesquisa de Salmonella spp. em
carne de frango temperado, determinando em um total de 30 estabelecimentos visitados uma

positividade 80% (24/30) para 0 agente em questao.

Ao contestar o SIM foi reavaliado quanto a proposta de implantagdo do mesmo, no qual
Prezotto e Nascimento (2013), sugerem estabelecer um cronograma de envio de amostras de agua e

de produtos, para andlises fisico-quimicas e microbiolégicas dos estabelecimentos sob
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responsabilidade do SIM. Estes deveriam, em uma frequéncia compativel com o risco oferecido por
cada produto e/ou estabelecimento enviar amostras para laboratérios credenciados, etapas essas que
foram negligenciadas durante a implantacéo do servico no municipio, o que pode ter contribuido para

essa positividade encontrada.

De acordo com a legislacdo vigente a Secretaria da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
(SEAMA) poderia celebrar convénios com entidades publicas ou privadas possuidoras de
laboratorios, credenciadas junto ao MAPA. Na impossibilidade de celebracdo de convénio, as
amostras deveriam ser enviadas para analise em laboratdrios particulares, credenciados junto ao
MAPA. A legislacdo é enfatica, o SIM deve exigir analises laboratoriais periddicas e/ou

complementares cujo custo financeiro sera de responsabilidade do estabelecimento (VISAM, 2015).

Preocupacdo também foi observada no que diz respeito a rotulagem do produto. As amostras
em questdo foram encontradas de forma a granel, caracterizando o reprocessamento do produto ao
chegar nos mercados, perdendo assim a garantia do selo de inspecao de seu local de origem. Porém
embora 80% (64/80) dos estabelecimentos visitados apresentassem SIM, nenhum dos
estabelecimentos, apresentava rotulagem indicando as condi¢des de preparo, armazenamento e

possivel risco de se consumir o alimento cru. Prerrogativa essa obrigatoria prevista pela RDC 13.

Avaliando o efeito das variaveis tipo de estabelecimento, validade e inspecdo do produto sobre
a presenca de Salmonella spp e Escherichia coli, utilizando o modelo completo de regresséo logistica,

constatou-se que ndo houve diferenca significativa para nenhum fator analisado (Tabela 01).

Tabela 01 Presenca de cada agente em funcéo do estabelecimento, validade e inspecdo (P<0,05)

Agentes Fhx Estabelecimento Validade Inspecao
Salmonella spp Valor P 0,6431 0,5458 0,3083
Escherichia coli Valor P 0,2126 0,6791 0,2718

Aplicando o teste para obtencdo dos valores do coeficiente de correlagcdo de Spearman entre
0 tipo de inspecédo, a validade e o local de origem da amostra de corte de frango analisada, nota-se
que ocorreu correlagcdo positiva de moderada magnitude entre os fatores: (validade e local /R =
0,44317) e de moderada magnitude entre (tipo de inspecéo e validade / R=0,42135) ambos com P
<0,0001(Tabela 02).
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Tabela 02 Coeficiente de correlacdo de Spearman entre o tipo de inspecéo, a validade e o local de
origem.

Local Inspecao Validade
Local 1 P=0,5770 R=0,06330 P<0,0001 R =0,44317
Inspecéo P=0,5770 R=0,06330 1 P<0,0001 R=0,42135
Validade P<0,0001 R =0,44317 P<0,0001 R=0,42135 1

A presenca desses micro-organismos no produto final desperta a preocupacdo de possiveis
falhas no controle desse agente, desde sua criacdo, em que podemos observar que a permanéncia de
animais infectados, pode desencadear uma contaminagdo em toda a cadeia de producéo, bem como
levar esse agente para as plantas frigorificas e, por conseguinte ao consumidor final.

Lazaro et al. (2008) consideram que a via de transmissao desses micro-organismos para seres
humanos pode estar associada a cadeia alimentar, salientam que o fator mais preponderante séo os
animais de producdo infectados sem manifestacdo de sinais clinicos o que dificulta a deteccdo antes
ou durante o abate, e tornam estes animais fontes constantes de contaminacdo ao ambiente e

consequentemente aos alimentos.

Moraes et al. (2014) avaliando a distribuicdo de enteropatégenos como a Salmonella sp. em
todo o processo de producéo avicola, considerando como unidade amostral meconio e pintos de corte
de um dia; bem como ingluvios e cecos obtidos em abatedouros e suabes de arrasto de criadouros e
abatedouros do estado de Goias, obtiveram resultados positivos para Salmonella spp. em todas
amostras estudadas. Constando que o isolamento de Salmonella spp. em amostras de pintos de um
dia, antes do alojamento, compromete todo o processo sanitario do plantel, pois 0 mesmo dissemina
0 agente em todo a extensdo da cadeia produtiva comprometendo o aspecto sanitario dos aviarios

bem como da industria e seu produto final.

A problematica da contaminagdo de unidades frigorificas € um ponto importante a ser
observado uma vez, que o local de beneficiamento desses animais deve garantir a seguranca
microbiologica, visto a intensa manipulacdo das carcacas nessa fase do processamento, podendo essas
serem passiveis de condenacao ainda na planta frigorifica trazendo importantes prejuizos financeiros

paras as empresas processadoras de proteina animal.

Souza et al. (2014) avaliando a origem da carga microbiana de carcagas de frangos e seus
derivados relataram que a origem da microbiota presente em carcacas de aves, é principalmente
proveniente de aves vivas ou incorporadas em qualquer uma das fases do abate, sendo as mais criticas

a escaldagem, a depenagem e a evisceragao.
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Oliveira (2016) ao realizar um levantamento epidemioldgico para caracterizar as principais
causas de condenacdo ao abate de aves em matadouros frigorificos registrados no servigo brasileiro
de inspecdo federal no periodo compreendido entre 2006 e 2011, observou que entre as principais
causas destacam-se as contaminacdes (1,80%), sequidos de contusdo/lesdo traumatica (1,57%),
dermatose (0,74%) e celulite (0,50%).

Zweifel, Althaus e Stephan, (2015); Belluco et al., (2016), ap6s aplicacéo de estudos correlatos,
sobre os efeitos das operagdes de abate sobre a contaminacdo microbiologica de carcacgas de frangos
em trés abatedouros em um periodo de quatro méses, apontaram que as maiores contagens de micro-

organismos no abate de aves sdo evidenciadas entre as etapas de escaldagem e evisceracao.

Pacholewicz et al. (2016) salientou que € indesejavel a contaminacdo das carcagas durante o
abate, no entanto é inevitavel que ela ocorra, por isso se faz necessario aplicar medidas para prevenir
e reduzir essa contaminacdo, como por exemplo ter boa regulagem das maquinas de evisceracao e

méao de obra treinada na operacdo dessas maquinas.

Embora o enfoque da pesquisa seja o produto final, tais informac6es reforcam que o cuidado com
a seguranca do alimento deve ser iniciado ainda nos estagios finais da producédo, garantido assim a
inocuidade do produto final. Pereira (2016) ressaltou que na producdo em larga escala a
contaminacgdo dos alimentos tem seu inicio na producdo da propria matéria prima, pois durante a
manipulacdo pode ocorrer uma série de fatores relacionados a falta de higiene dos equipamentos e
até mesmo de quem os manipula, estendendo-se até as etapas de armazenamento, acondicionamento

e distribuicdo, pois permitem a exposicao direta ao ambiente.

A prerrogativa da contaminacdo cruzada dos alimentos é reportada anualmente pelo
Ministério da Saude, os dados de notificacdo de surtos de DVA por Salmonella sp. e Escherichia coli,
demonstram que o principal local de contaminagdo em surtos alimentares sdo as residéncias,
afirmando a importancia do cuidado que as pessoas devem ter quanto o preparo dos alimentos em

casa principalmente durante a manipulacéo e preparo dos alimentos crus e cozidos (Brasil, 2018).
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Conclusoes

Visualizando o perfil sanitario dos estabelecimentos utilizados para esse experimento,
conclui-se que € necessario uma atuacao fiscalizatéria ainda mais efetiva, seja ela nas industrias
priméarias de beneficiamento de frango, bem como na comercializacdo nos estabelecimentos
varejistas, uma vez que os inumeros fatores sanitarios se aplicam a todas as fases do processo de
beneficiamento, armazenamento e comercializacdo sendo de fundamental importancia o cuidado

quanto a inocuidade do alimento ofertada ao consumidor.

Os fatores correlacionados abordados nesse trabalho, séo apenas alguns que podem interferir
na qualidade microbiologica dos alimentos. As condi¢bes microbioldgicas, bem como fatores
relacionados a embalagem séo exemplos dos fatores que interferem na seguranca alimentar. Embora
tenhamos avaliado apenas o produto disposto nos estabelecimentos de consumo final, e baseados na
literatura usada para essa discussdao, compreende-se que a contaminacdo dos alimentos pode surgir

ainda nas estacdes primarias da producao dos alimentos.

A legislacdo mostra uma protecdo para o consumidor, mas, vale ressaltar que a ac¢ao efetiva de
vigilancia em salde, e a constante investigacao laboratorial dos produtos em questao, sdo necessarias

pois, 0s varios fatores de risco, dificultam a delimitacédo dos reais riscos para a populacéo.

A presenca de Salmonella spp. e Escherichia coli em produtos destinado ao comercio final é
uma preocupagdo quando avaliamos 0s potenciais riscos de contaminagdo cruzada que esses
alimentos podem gerar em ambientes domiciliares, escolas, hospitais e ou asilos. Esse impacto é real
e vem sendo tratado como ponto crucial para reducao dos casos de surtos de DVA causadas por esse

tipo de alimento.
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Resumo

A demanda por uma alimentacdo de baixo custo e de rapida producdo tem contribuido de forma
significativa para o advento da avicultura, porém junto a esse crescimento junta-se a premissa da
seguranca do alimento. Na cadeia produtiva de aves nos deparamos com importantes desafios
sanitarios, dentro deles a busca pela condi¢édo de auséncia do agente Salmonella spp. nos produtos de
origem avicola se torna um desafio cada vez mais &rduo, visto que uma vez instalado na cadeia inicial
de producdo, esse agente pode se disseminar para todas as fases de producdo impossibilitado a oferta
de um alimento livre desse agente. Fundamentados nisso, propomos com esse trabalho avaliar a
qualidade microbioldgica da carne de frango temperado comercializada no municipio de Rio Verde,
Goiés visto a escassez de trabalhos abordando esse tipo de matriz analitica, uma vez que essa, pode
ser veiculadora de importantes patdgenos, devido a grande preferéncia por parte dos consumidores
para esse tipo de proteina processada, utilizando como microrganismo indicador Salmonella spp.,
realizando nos isolados a determinacdo do perfil de resisténcia bacteriana dos agentes encontrados e
analisando os fatores de risco associados. Em um total de 80 amostras, foram confirmadas a presenca
de Salmonella spp., em 24 amostras, correspondendo a 30% do total analisado. Na caracterizacdo
molecular realizada pela técnica de PCR convencional ndo foi encontrado Salmonella Typhimurium
ou Salmonella Enteritidis. Ao aplicarmos a técnica de Check & Trace foi possivel identificar a
presenca de Salmonella Heidelberg com 58% de prevaléncia, seguido dos sorovares Salmonella
Minnesota 21%, Salmonella Muenchen 17%, Salmonella Mbandaka 4% Quanto a resisténcia
antimicrobiana, 70,8% (17/24) foram consideradas multirresistentes, 16,6% (4/24) resistentes e
apenas 12,5% (3/24) sensiveis aos antimicrobianos analisados. A legislacdo em sua narrativa, garante
uma protecdo para o consumidor no que diz respeito a presenca de sorotipos patogénicos desse agente,
porém, vale ressaltar que a acdo efetiva de vigilancia em saude, e a constante investigacao laboratorial
dos produtos sdo necessarias. Além disso a alta resisténcia aos antimicrobianos, alerta para 0 uso
consciente desses recursos na producdo animal.

Palavras-chave: salde publica, seguranca alimentar, vigilancia sanitaria.
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1 INTRODUCAO

A necessidade de oferta de alimentos em boas condi¢fes sanitarias € um importante fator para
a conservacao da satde do consumidor, devendo seguir critérios basicos de higiene. Os principios de
Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), o Procedimento Padrdo de Higiene Operacional (PPHO) e a
Anélise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) sdo fatores importantes e devem ser
adotados. E importante ressaltar que o sistema de inspecao deve ser realizado em conjunto com outras

ferramentas, garantindo a qualidade do produto (Levinger, 2005; Oliveira, 2012).

As condicBes higiénicas sanitarias em que o alimento € produzido, manipulado e
comercializado, interferem diretamente na qualidade microbioldgica desses alimentos, e
consequentemente, a falta de cuidado nesses aspectos higiénico sanitarios podem trazer riscos a saude
do consumidor (Monte, 2008; Zundt, 2014).

Com destaque nacional e internacional, a avicultura industrial vem reforcando a importancia
da oferta de um produto salubre, visto que os produtos de origem avicola sédo de féacil acesso as
diversas classes sociais levando-se em consideracdo os critérios de disponibilidade e preco. Neste
contexto, vale ressaltar que mais de 80% do frango consumido no Brasil possui a chancela do SIF.
Apenas no ano de 2017 foram abatidas mais de 5 bilhdes de aves em estabelecimentos com SIF
(UBABF, 2013; EMBRAPA, 2018).

Salmonella é um dos géneros mais destacados da familia Enterobacteriaceae, que compdem a
microbiota intestinal de animais e humanos. E um patgeno de significAncia mundial, de ampla
distribuicdo no ambiente, sendo que os alimentos sdo os principais veiculos de sua transmissao. Ha
mais de 2.600 sorovares identificados de Salmonella, sendo todos considerados como potencialmente

patogénicos (Brasil, 2018).

A presenca de Salmonella spp. em carne de aves é um problema mundial, e atualmente nédo
possui medidas efetivas de controle. Para garantia de comércio e baseando em legislages de outros
paises a ANVISA aprovou no ano de 2001, o regulamento técnico nimero 13 (RDC 13) denominado:
InstrucGes de uso, preparo e conservacdo na rotulagem de carne de aves e seus miudos crus, resfriados
ou congelados. Essa medida obriga os produtores de carne de aves a incluir na rotulagem, as
instrucdes de uso, preparo e conservacdo, como recomendacfes, que auxiliem o consumidor no
controle do risco associado ao consumo de alimentos nos quais a Salmonella spp. possa estar presente
(Brasil, 2001a).
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O Programa de reducdo de patdgenos estabelecido pelo MAPA, monitora e controla
Salmonella spp. em carcagas de frangos e perus”, e permite, o abate e comércio na forma in natura de
lotes positivos para Salmonella spp., excecéo feita para os sorovares S. Enteritidis e S. Typhimurium,
que deve ser realizado em separado dos demais lotes, seguido de imediata higienizacdo das
instalacdes, e destinacdo do produto para tratamento térmico que garanta a eliminacdo desses
patdgenos ou fabricacdo de carne mecanicamente separada, umas vez que esses sorotipos séo de

grande importancia para a satde publica (Brasil, 2016).

Infeccdo por Salmonella spp em aves pode ter diversas origens numa granja comercial e em
abatedouros, por isso a diversidade de sorotipos encontrados em cada regido é muito variavel. No
Brasil, existem estudos determinando a diversidade de sorotipos na regido sul e centro-oeste, no
entanto pela vasta extensdo do pais e variedade nos tipos de producdo animal, sdo observadas

diferencas entre os sorotipos encontrados e isolados em cada estudo (Kich et al., 2011; Faria, 2013).

Em vista do extenso numero de sorotipos isolados de aves e de seus subprodutos, varios
padrdes de suscetibilidade aos antimicrobianos e desinfetantes comuns podem ser observados. A
utilizacdo indiscriminada de antibidticos por longos periodos em caréater terapéutico e profilatico é
um fato que determina os mais altos indices de resisténcia de Salmonella spp isoladas nestes animais
(Zhao et al., 2007; Faria, 2013).

Riscos como esses, mostram a importancia de uma vigilancia sanitaria atuante. Os fatores
determinantes para o surgimento das DVA sdo inlmeros, bem como a compreensdo dos reais perigos
durante a ingestao de alimentos de origem animal. Fundamentados nisso, propomos com esse trabalho
avaliar a qualidade microbiologia da carne de frango temperado comercializada no municipio de Rio
Verde, Goiés, utilizando como microrganismo indicador Salmonella spp., realizando a caracterizacéo
do perfil de resisténcia bacteriana das cepas e os fatores de risco associados a contaminagédo da carne

com Salmonella spp.
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2 MATERIAIS E METODO

O experimento foi realizado no Laboratdrio de Praticas Veterinarias e no Laboratdrio de
Genética da Universidade Federal de Jatai (UFJ). Foram avaliadas 80 amostras de carne de frango
temperado de 40 estabelecimentos comerciais escolhidos de forma por meio de uma listagem
contendo todos os estabelecimentos que comercializam produtos de origem animal na cidade, sendo
essa composta por um total de 60 estabelecimentos, os quais foram sorteados de forma aleatoria e
classificados como supermercados e casa de carne, sendo visitados semanalmente 10

estabelecimentos de cada regiao.

As amostras foram adquiridas por meio de compra de porcdo de 200 gramas, conforme
estabelecido ANVISA (RDC 12), sendo todas dispostas para compra na forma a granel. Para a
identificacdo adequada das amostras, no momento da aquisicdo dos alimentos, foi preenchido um
formulario com descricdo da data, hora da coleta, tipo de corte, rotulagem e origem (Anexo 1). Nao
foi aplicado questionario aos funcionarios ou proprietarios dos estabelecimentos e foi mantido o

absoluto sigilo sobre a identidade dos estabelecimentos envolvidos no projeto.

As amostras foram processadas pelo isolamento bacteriano convencional segundo a
International Organization for Standartization (1SO) 6579:2002, e as amostras confirmadas como
Salmonella spp. foram armazenadas em agar conservacdo mantidas sob congelamento e enviadas para
o laboratdrio de genética na Universidade Federa de Jatai para identificacdo genotipica pela técnica
de PCR convencional, a fim de caracterizar os sorovares S. Typhimurium (ST) e S. Enteritidis (SE).

A extracdo de DNA de cada col6nia foi realizada pelo método da fervura segundo Olsvick &
Strockbine (1993) e a qualidade do DNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1%. A
amplificacdo do DNA bacteriano foi realizada em uma reacdo contendo agua ultrapura, tampéo 10X,
MgClI2(25mM), dNTP (2mM cada), BSA (1 mg/ml), primer (6 uM) de cada, Taq DNA pol. (5 U/ ul),
DNA Salmonella (2 pl). Os ciclos de amplificacdo foram realizados seguindo o padrdo de
aquecimento empregados no termociclador iniciando a 94°C por 3min, seguindo para o protocolo de
35 ciclos a 94°C por 30 s, 55°C por 30 s e 72°C por 1 min. A reacdo foi finalizada a 72°C por 10 min
para a extensdo final e manutencdo a 4°C por tempo indeterminado até a retirada da reacdo do

termociclador.

Com o intuito de otimizar o protocolo de amplificacéo, as amostras individuais de DNA foram
agrupadas em um unico conjunto de DNA, o qual foi amplificado em duas PCRs independentes, cada
qual com seu conjunto especifico de primers (ST forward + ST _reverse; SE_forward +

SE_rerverse). A qualidade da PCR e os fragmentos amplificados foram analisados por eletroforese
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em gel de agarose 1%, utilizando um marcador de tamanho molecular como referéncia (Ladder 1 kb
— Invitrogen). As sequéncias nucleotidicas dos primers (sequéncia 5> — 3”) utilizados na amplificac¢ao

dos genes de viruléncia foram obtidas de SOUMET et al. (1999) com modificagdes (Quadro 01).

Quadro 1 Sequéncia génica dos primers utilizados para identificacdo dos genovares S. Typhimurium
(ST) e S. Enteritidis (SE).

Gene FORWARD REVERSE pb  CODIGO NCBI
ST CGGTGTTGCCCAGGTTGGTAAT ACTGGTAAAGATGGCT 620 CP01298
SE GCCGTACACGAGTTATGA ACCTACAGGGCACAATAAC 250 CP007529

Para a identificacdo de demais genovares de Salmonella spp foi utilizado o método de
identificacdo denominado Check&Trace Salmonella® o qual permite a caracterizacdo molecular das
amostras a partir de um de um micro arranjo de DNA predeterminado para identificacdo exclusiva de

Salmonella spp (Waittup et al., 2008).

Os isolados de Salmonella spp. obtidos foram testados quanto a sensibilidade a
antimicrobianos, pelo teste de difusdao em agar Mueller-Hinton (Oxoid®), realizado e interpretado de

acordo com as normas do Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI (CLSI, 2018).

Doze antimicrobianos foram selecionados, representando sete diferentes grupos
farmacologicos, disponiveis em discos impregnados comerciais (Sensidisc®): Aminoglicosideos —
amicacina 30 pug (AMI) e gentamicina 10 pug (GEN); Carbapenemas — imipenem 10 ug (IPM);
Cefalosporinas — cefepime 30 pg (CPM) e cefotaxima 30 pg (CTX); Nitrofurantoinas —
nitrofurantoina 300 pug (NIT); Penicilinas — ampicilina 10 pug (AMP); Polimixinas - polimixina B 300
Mg (POL); Quinolonas — cido nalidixico 30 pg (NAL), ciprofloxacina 05 pg (CIP) e norfloxacina 10
Hg (NOR).

Classificando as cepas, em trés grupos: Multirresistentes (cepas resistentes a mais de trés
grupos), Resistentes (cepas resistentes até dois grupos) e sensiveis (cepas que apresentam

sensibilidade a qualquer um dos grupos).

Os dados foram computados no programa Sistema de Andlises Estatisticas — SAS v. 9.3
(2010) a 5% de probabilidade. Foi usado o qui-quadrado de Mantel-Haenzsel para tendéncia linear e
"razdo de chances" (OR), para avaliar os provaveis fatores de risco ambientais e de manuseio, na

prevaléncia de Salmonella spp.

Esta pesquisa ndo recebeu nenhuma concesséo especifica de agéncias de fomento no setor

publico, comercial ou setores sem fins lucrativos.
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3 Resultados e Discussao

Foi possivel caracterizar 30% (24/80) de amostras positivas para Salmonella sp. em carne de
frango temperado comercializadas no municipio de Rio Verde, Goiés. Considerando essa alta
prevaléncia pode-se compreender que esses resultados demostram um potencial risco para a
populacdo que consome esse tipo de alimento, uma vez que a incidéncia de casos de DVA causados
pelo género Salmonella sp. ocupam o segundo lugar no ranking dos surtos notificados no pais,
segundo dados apresentados pelo Ministério da Satde ap6s um levantamento entre os anos de 2007
a 2017, em um total de 7.170 casos de DVA, 515 foram causados por Salmonella spp (Brasil, 2017a).

A presenca de Salmonella spp. no produto final desperta a preocupacao de possiveis falhas no
controle desse agente, desde sua criacdo, em que podemos observar que a permanéncia de animais
infectados por Salmonella sp. pode desencadear uma contaminacdo em toda a cadeia de producéo,

bem como levar esse agente para as plantas frigorificas e, por conseguinte ao consumidor final.

Moraes et al. (2014) avaliando a distribuicdo de Salmonella spp. em todo o processo de produgéo
avicola, considerando como unidade amostral mecdnio e pintos de corte de um dia; bem como
ingluvios e cecos obtidos em abatedouros e suabes de arrasto de criadouros e abatedouros do estado
de Goiés, obtiveram resultados positivos para Salmonella sp. em todas amostras estudadas.
Constando que o isolamento de Salmonella spp. em amostras de pintos de um dia, antes do
alojamento, compromete todo o processo sanitario do plantel, pois 0 mesmo dissemina o agente em
todo a extensdo da cadeia produtiva comprometendo o aspecto sanitario dos aviarios bem como da

indUstria e seu produto final.

Embora o enfoque da pesquisa seja o produto final, tal informacéo reforca que o cuidado com a
seguranca do alimento deve ser iniciado ainda nos estagios finais da producédo, garantido assim a
inocuidade do produto final. L&zaro et al. (2008) ao considerar que a via de transmissao de Salmonela
spp. para seres humanos pode ser associada a cadeia alimentar, salienta que o fator mais
preponderante sdo 0s animais de producdo infectados sem manifestacdo de sinais clinicos o que
dificulta a deteccdo antes ou durante o abate, tornando estes animais, fontes constantes de

contaminag@o ao ambiente e consequentemente aos alimentos.

Pereira (2016) ressalta que na producdo em larga escala a contaminagcdo dos alimentos tem
seu inicio na producdo da propria matéria prima, pois durante a manipulacdo pode ocorrer uma série
de fatores relacionados a falta de higiene dos equipamentos e até mesmo de quem os manipula,
estendendo-se até as etapas de armazenamento, acondicionamento e distribui¢do, pois permitem a

exposicédo direta ao ambiente.
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A problematica da contaminacao de unidades frigorificas € um ponto importante a ser observado
uma vez, que o local de beneficiamento desses animais deve assegurar seguranca microbioldgica,
visto a intensa manipulacdo das carcacas nessa fase do processamento, podendo essas serem passiveis
de condenacdo ainda na planta frigorifica trazendo importantes prejuizos financeiros paras as

empresas processadoras de proteina.

Oliveira (2016) ao realizar um levantamento epidemioldgico para caracterizar as principais causas
de condenacdo ao abate de aves em matadouros frigorificos registrados no servico brasileiro de
inspecdo federal no periodo compreendido entre 2006 e 2011, observou que entre as causas destacam-
se como principais causas de condenacdo as contaminagdes (1,80%), seguidos de contuséo/lesdo
traumatica (1,57%), dermatose (0,74%) e celulite (0,50%).

A presenca de Salmonella sp. em produtos destinado ao comercio final se faz uma
preocupacdo quando avaliamos os potenciais riscos de contaminagdo cruzada que esses alimentos
podem gerar em ambientes domiciliares, bem como escolas, hospitais e ou asilos. Esse impacto € real
e vem sendo tratado como ponto crucial para reducao dos casos de surtos de DVA causadas por esse

tipo de alimento.

A prerrogativa da contaminacdo cruzada dos alimentos é reportada anualmente pelo
Ministério da Saude, os dados de notificacdo de surtos de DVA por Salmonella, demonstram que o
principal local de contaminag&o em surtos de salmonelose séo as residéncias, afirmando a importancia
do cuidado que as pessoas devem ter quanto o preparo dos alimentos em casa principalmente durante
a manipulacéo e preparo dos alimentos crus e cozidos. Estes cuidados devem obrigatoriamente serem
impresso em embalagens de produtos avicolas sejam eles carcacas, cortes ou miudos conforme
estabelecidos pela RDC 13/2001 (Brasil, 2017b).

Com o cenério cada vez mais desafiador quanto ao controle de Salmonella spp. recentemente
foi necessario adaptacdes na legislacdo vigente. Os avancos instituidos pela Instrucdo Normativa n°
20/2016 foi a adocdo de medidas especificas de controle em relacdo a presenca dos sorovares

Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis que sdo patdgenos de relevancia em salde publica.

Estes sorovares foram associados as infeccdes em humanos isolados em todo o mundo
incluindo no Brasil onde, conforme dados do Ministério da Saude os resultados da sorotipagem das
2.709 amostras positivas de carne de frango referentes ao programa de Monitoramento
Microbioldgico e Controle de Salmonella spp. (Instru¢cdo Normativa n® 70/2003) coletadas entre 2004
e 2010 indicaram 41,93% de Salmonella Enteritidis e 8,49% de Salmonella Typhimurium reforgaram

a necessidade de gerenciar esse risco (Brasil, 2018).
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No intuito de identificar esse importante fator de risco nas amostras estudas, todas as 24
amostras positivas para o agente Salmonella spp. foram submetidas a caracterizagdo molecular para
identificar a possivel presenca dos sorovares S. Typhimurium e S. Enteritidis. Para isso as amostras
apos sua identificacdo e confirmacdo sorologica, foram enviadas para o Laboratdrio de genética da
Universidade Federal de Jatai, onde as mesmas foram submetidas a técnica de PCR convencional.

Entretanto, nenhuma das 24 amostras foram positivas para 0s dois sorovares em questéo (figura 1)

Figura 1: Produtos de PCR da amplificagdo dos genes ST e SE de S.
Typhimurium (620 pb) e S. Enteritidis (250 pb). N&o foram identificadas
amostras positivas — M: padrdo de tamanho molecular 1Kb DNA Ladder
Plus (Invitrogen); C+TY: Controle positivo Typhimurium; C+ET:
Controle Positivo Enteritidis; POOL N: Pool das amostras; C-: Controle
Negativo (mix sem DNA).

A presenca de resultados negativos para esses sorovares fortalece a eficacia do programa de
reducdo de patdgenos empregado pelo Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento. Nota-se
que o controle na cadeia primaria, garante que os animais a serem destinados ao abate apresentem o

menor potencial de disseminagéo deste microrganismo.

As acles estipuladas pelo MAPA, no caso de deteccdo da presenca de Salmonella
Typhimurium e Salmonella Enteritidis, € que a carne obtida seja destinada a tratamento térmico para

eliminacdo do microrganismo o que justifica a auséncia desses sorovares nas amostras estudadas.

Embora os resultados da tipificagdo génica pela técnica de PCR convencional, ndo tenham
encontrado os sorovares S. Typhimurium e S. Enteritidis, as cepas obtidas com a pesquisa foram
submetidas a outra técnica molecular para caracterizar o sorotipo de cada cepa. A técnica denomina-
se Check&Trace, permitiu a identificacdo dos genovares presentes nas amostras analisadas,

permitindo assim realizar a identificacdo dos isolados quanto a seu gendtipo.
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Na estratificacdo dos resultados dessa técnica compreendemos que houve um destaque para
S. Heidelberg com 58% de prevaléncia, seguido dos sorovares S. Minnesota 21%, S. Muenchen 17%,
S. Mbandaka 4% (Grafico 01).

mS. Heidelberg  mS. Minnesota mS. Muenchen mS. Mbandaka

Grafico 01: Porcentagem dos sorovares encontrados ap6s submissdo ao teste molecular.

Ao compararmos a prevaléncia nacional obtida pela anélise oficial do programa de
monitoramento de Salmonella spp. nos estabelecimentos de abate de aves no ano de 2017, notamos

grandes semelhangas nos resultados dos sorovares encontrados na pesquisa.

Brasil (2017) ao avaliar 1.495 carcacas de frango coletadas entre abatedouros do Brasil inteiro
foi obtido uma positividade de 254 carcacas representando 16,99% de positividade para a presenca
de Salmonella spp. no pais. Os sorovares predominantes foram Salmonella Heidelberg (56%),

Salmonella Minnesota (19%) e Salmonella Saintpaul (7%).

O sorovar paratificos sdo poucos representativos nos casos de toxinfeccbes alimentares, em
nivel mundial, atualmente na epidemiologia da doenca ha o predominio de poucos sorovares, alguns
considerados emergentes, incluindo S. Heidelberg. No Brasil os sorotipos de Salmonella Heidelberg
e S. Minnesota sdo disseminados na producao avicola e estdo entre os sorotipos mais frequentemente
isolados. A presenca de S. Heidelberg e S. Minnesota em produtos avicolas do Brasil foi notificada
por Varios paises europeus por meio do Sistema de Alerta Rapido para Alimentos e Ra¢des (RASFF,
2017).
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Segundo o relatdrio do Programa Nacional de Monitoramento da Prevaléncia e da Resisténcia
Bacteriana em Frango (PREBAF), Salmonella spp obteve prevaléncia média de 3,03%. Dentre estes,
houve a maior prevaléncia de S. Heidelberg (6,4%), S. Mbandaka (4,8%) e 15 (5,2%) cepas

caracterizadas como Salmonella spp (Brasil, 2017b).

Quanto a resisténcia antimicrobiana, 70,8% (17/24) foram consideradas multirresistentes,
16,6% (4/24) resistentes e apenas 12,5% (3/24) sensiveis aos antimicrobianos analisados. A anélise
da resisténcia aos antibidticos foi dada a partir da classificacdo de desempenho das cepas isoladas a
sete diferentes grupos farmacoldgicos - Aminoglicosideos (AMN), Penicilina (PNC), Quinolonas
(QNL), Cefalosporina (CFL), Carbapenemas (CBP), Nitrofurantoina (NTF), Polimixinas (POL).

Ao analisarmos a formacao de halos de inibicdo pelo método de difusdo de discos contendo
os antibioticos, foi classificado as cepas, em trés grupos: Multirresistentes para cepas resistentes a
mais de trés grupos farmacoldgicos, resistentes para cepas resistentes até dois grupos farmacolédgicos
e sensiveis para cepas que apresentam sensibilidade a qualquer um dos grupos testados. Dentro dessa
classificacdo, foi possivel determinar as porcentagens de cada cepa em relacdo ao grupo
farmacoldgico testado. Diante dos resultados, observou-se que a resisténcia de maior prevaléncia foi
para os grupos farmacoldgicos, Aminoglicosideos, Carbapenemas, Nitrofurantoina e Polimixina, com
36%, seguido dos demais grupos (Gréafico 02).
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B AMN+PNC+CFL+CBP+POL B AMN+CBP+POL m AMN+CBP+NTF+POL
® AMN+PNC+CBP+NTF+POL B NTF+POL m CBP+POL
B AMN+PNC+QNL+CFL+CBP+NTF+POL M AMN+CFL+CBP+POL B AMN+PNL+CFL+CBP+NTF+POL

Grafico 02: Porcentagem de cepas com grupo de resisténcia - Aminoglicosideos (AMN), Penicilina
(PNC), Quinolonas (QNL), Cefalosporina (CFL), Carbapenemas (CBP), Nitrofurantoina (NTF),
Polimixinas (POL)

Ao contextualizarmos o aspecto da resisténcia aos antimicrobianos, nota-se um aumento desse
fator ao longo dos anos, o que explica o cenario atual, sendo corriqueiro deparar com a alta
prevaléncia de cepas multirresistentes aos principais grupos farmacoldgicos utilizados na saude

humana e animal (Onuma, 2017).

A resisténcia de Salmonella spp. aos antimicrobianos, segundo dados do Ministério da Saude
na década de 70 era aproximadamente de 17%, porém ao final dos anos 80 esses percentuais subiram
para 31% incluindo a resisténcia as fluoroquinolonas. Tal fato vem culminando, neste século, com o
aparecimento, em diferentes paises, de cepas produtoras de diferentes tipos de beta-lactamases. A
incidéncia de resisténcia bacteriana a antimicrobianos representa risco a saude humana e animal
(Brasil, 2001c).

O crescente isolamento de bactérias multirresistentes pode ser explicado pelo uso
indiscriminado dos antibidticos tanto na medicina humana quanto na medicina veterinaria, Onuma
(2017), afirma que préaticas como prescri¢des de antimicrobianos desnecessarias, ou com dosagem ou

duracdo incorreta para tratamento na medicina humana. Bem como o uso de antibiéticos em animais
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que servem de alimentos aos humanos, tende a contribuir para o surgimento de bactérias

multirresistentes, em especial as bactérias Salmonella spp.

E crescente a preocupacdo da comunidade cientifica mundial com a seguranca alimentar,
especialmente no que se refere ao uso de medicamentos antibidticos em racdes para animais. A
possibilidade do surgimento de cepas bacterianas resistentes devido ao mal-uso dos antimicrobianos,
assim como a ocorréncia de residuos de medicamentos em produtos de origem animal tém motivado
alternativas para o uso consciente dos antibiéticos sem que o desempenho zootécnico ou a salubridade

do alimento sejam comprometidos (Santos et al., 2016).

Silva et al (2014), avaliando a sensibilidade antimicrobiana de cepas de Salmonella spp
previamente isoladas de amostras de carne de frango verificaram resisténcia a poliximina B e
eritromicina em 16 (94,1%) do total de cepas isoladas. Outras 10 cepas (58,8%) apresentaram
resisténcia a sulfonamida e penicilina G sendo que todas as cepas analisadas apresentaram
multirresisténcia frente aos antibioticos testados. Através da analise dos dados conclui-se que a
ocorréncia de cepas multirresistentes ndo é um fato raro, o que salienta a necessidade de um controle

no uso de antimicrobianos na medicina veterinaria.

O uso de antibidtico de forma indiscriminada também foi abordado por Greeson et al. (2013)
ressaltando que essa pratica, além de fornecer risco a populacao pela sua presenca no alimento, pode
levar a selecdo de linhagens bacterianas resistentes aos diferentes principios ativos, dificultando o
tratamento de infec¢bes, tanto em humanos como nos animais. O risco do uso de antibiotico de forma
indiscriminada gera, um cenario preocupante para o ramo de produc¢do de proteina animal, uma vez
que, essa em sua grande maioria sdo um dos principais fatores colaborativos para o surgimento de

resisténcia microbiana.
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Conclusoes

Visualizando o perfil sanitario dos estabelecimentos utilizados para esse experimento,
conclui-se que € necessario uma atuacao fiscalizatéria ainda mais efetiva, seja ela nas industrias
priméarias de beneficiamento de frango, bem como na comercializagdo nos estabelecimentos
varejistas, uma vez que os inumeros fatores sanitarios se aplicam a todas as fases do processo de
beneficiamento, armazenamento e comercializacdo sendo de fundamental importancia o cuidado

quanto a inocuidade do alimento ofertada ao consumidor.

Embora o trabalho apresente a auséncia de isolamento de Salmonella Typhimurium e
Salmonella Enteritidis, ao encontramos a presenca de outros genovares desse agente, desperta a real
preocupacdo quando nos referimos a presenca desse agente em alimentos. Mesmo 0S outros
genovares apresentando pouca relacdo com os casos de salmonelose em humanos, a persisténcia
desses agentes ndo deixa de ser um fator de preocupacao para a satde publica, cabendo uma revisao
na legislacdo atual, considerando o aumento da vigilancia para outros genovares potencialmente

patogénicos.

Quando se trata de Salmonella spp, embora saibamos que a maior parte da contaminacgéo desse
agente € de origem industrial ou até mesmo do campo, nota-se que 0 processo de manipulacdo pode
propagar tal agente para os estabelecimentos processadores desses produtos, sendo esse uma

importante fonte para um possivel surto.

A resisténcia aos grupos de antibioticos testados, se faz uma preocupacdo de extrema
importancia uma vez que esse cendrio atual acarreta grandes prejuizos tanto para satde publica como
aparecimento de cepas cada vez mais resistentes, bem como para a saude animal uma vez que 0s
animais também sdo vitimas dessa resisténcia, inviabilizando o tratamento a campo dessa

enfermidade gerando prejuizos para a producéo avicola.
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Resumo

Os agentes bioldgicos mais comumente citados nos casos de Doencas veiculadas a alimentos sdo
bactérias, e dentre elas a Escherichia coli. Presenca de E. coli em um alimento é um dado muito
importante, pois é um indicador de contaminagdo fecal e deve ser analisada com cautela, pois a
espécie pode compreender cepas patogénicas, comumente envolvidas em surtos de DVA. Com isso,
propomos com esse trabalho, avaliar a qualidade microbiolégica da carne de frango temperado
comercializada no municipio de Rio Verde, Goias, visto a escassez de trabalhos abordando esse tipo
de matriz analitica, uma vez que essa, pode ser veiculadora de importantes patdgenos, devido a grande
preferéncia por parte dos consumidores para esse tipo de proteina processada, utilizando como
microrganismos indicadores Escherichia coli, apontando possivel resisténcia a antibiéticos bem
como a caracterizacdo molecular de 5 pat6tipos diarreiogénicos (E. coli enteropatogénica (EPEC), E.
coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E.
coli produtora de toxina de Shiga (STEC). Foram confirmadas a presenca de E. coli, em 44 amostras,
correspondendo a 55% das amostras analisadas. Quanto a resisténcia antimicrobiana, 59% (26/44)
foram consideradas multirresistentes, 23% (10/44) resistentes e apenas 18% (8/44) foram sensiveis
aos antimicrobianos analisados. Entretanto nenhum dos pat6tipos pesquisados foi encontrado.
Embora ndo tenha sido confirmado a presenca de patotipos diarreiogénicos cabe ressaltar que a
presenca de 55% de positividade para E. coli é um dado importante e que deve ser acompanhado de
perto pelos 6rgdos fiscalizadores na tentativa de fornecer alimento seguro para o consumidor.

Palavras-chave: salde publica, seguranca alimentar, vigilancia sanitaria.
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1 Introducéo

Alimento seguro € aquele em gque os contaminantes estejam ausentes ou abaixo dos limites
maximos indicados pela legislag&o. Praticas como, uso de matérias primas contaminadas e a falta de
higiene, desde o abate até a armazenagem e comercializacdo dos alimentos, séo fatores que implicam

riscos aos consumidores (Pereira, 2016).

A carne de frango pode veicular patdgenos ja que sua base proteica é naturalmente nutritiva
para 0s microrganismos. Eles abrigam e se proliferam devido a fatores extrinsecos como a

contaminacgdo durante o abate e fatores intrinsecos como o pH favoravel (Velho et al., 2015).

Pesquisa feita com 2.869 familias brasileiras, relata que o consumo da carne de frango esta
presente em grande parte dos domicilios. Um total de 85% das familias definiu a carne de frango
como saudavel e 58% consomem a carne de duas a trés vezes por semana. O consumo frequente desse

produto reporta a necessidade da qualidade microbioldgica do mesmo (UBABEF, 2012).

Escherichia coli é predominante na microbiota intestinal de animais de sangue quente e a
maioria das cepas S0 comensais, porém esse grupo apresenta cepas patogénicas, que podem causar
gastroenterite graves ou acometer outros 6rgdos (Huang et al., 2006; Gordon, 2010). Os patotipos de
Escherichia coli diarreiogénicas (DEC) sdo constituidos por cepas que apresentam mecanismos
diversificados de viruléncia, que permite identifica-las e classifica-las em: E. coli enteropatogénica
(EPEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enterohemorragica
(EHEC), E. coli produtora de toxina de Shiga (STEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) e
Escherichia. coli de aderéncia difusa (DAEC) (Nataro & Kaper, 1998; Hu & Torres, 2015).

A presenca de E. coli em um alimento é um dado muito importante, pois € um indicador de
contaminacdo fecal do produto e deve ser analisada com cautela, pois além de indicador, a espécie

pode compreender cepas patogénicas, comumente envolvidas em surtos de DVA (Meng, 2007).

A exposicdo da populacdo a esses riscos retrata a necessidade de acdes frequentes e efetivas
de vigilancia sanitaria. Com isso, propomos com esse trabalho, avaliar a qualidade microbiologia da
carne de frango temperado, comercializada no municipio de Rio Verde, Goias, utilizando como
microrganismos indicadores Escherichia coli, objetivando caracterizar a presenca de cepas

diarreiogénicas, e a possivel resisténcia a antibioticos.
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2. Materiais e método

Foram avaliadas 80 amostras de carne de frango temperado de 40 estabelecimentos comerciais
escolhidos de forma por meio de uma listagem contendo todos os estabelecimentos que
comercializam produtos de origem animal na cidade, sendo essa composta por um total de 60
estabelecimentos, os quais foram sorteados de forma aleatdria e classificados como supermercados e
casa de carne, sendo visitados semanalmente 10 estabelecimentos de cada regido. As coletas foram
realizadas em duas etapas e o experimento foi realizado no Laboratdrio de Praticas Veterinarias e no

Laboratorio de Genética da Universidade Federal de Jatai (UFJ).

As amostras foram adquiridas por meio de compra sendo analisada uma porcao de 200 gramas,
conforme estabelecido ANVISA (RDC 12), sendo todas dispostas para compra na forma a granel.
Para a identificacdo adequada das amostras, no momento da aquisi¢do dos alimentos, foi preenchido
um formulario com descricdo da data, hora da coleta, tipo de corte, rotulagem e origem (Anexo 1).

Né&o foi aplicado questionario e foi mantido o absoluto sigilo sobre a identidade dos estabelecimentos.

As amostras foram processadas pelo isolamento bacteriano convencional segundo a Instrucéo
Normativa n°® 62 do ano de 2003 (Brasil, 2003), estipulada pelo Ministério da Agricultura Pecuéria e
abastecimento (MAPA), e as amostras confirmadas como Escherichia coli foram armazenadas em
agar conservacdo e mantidas sob temperatura de congelamento e enviadas para identificacdo
genotipica pela técnica de PCR convencional, a fim de caracterizar os patotipos diarreiogénicos E.
coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E.

coli enterohemorragica (EHEC), E. coli produtora de toxina de Shiga (STEC).

A extracdo de DNA de cada col6nia foi realizada pelo método da fervura segundo Olsvick &
Strockbine (1993) e a qualidade do DNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1%. A
amplificacdo do DNA bacteriano foi realizada em uma reacdo contendo agua ultrapura, tampéo 10x,
MgCI2(25mM), dNTP (1mM cada), BSA (1 mg/ml), primer (6 uM) de cada, Taq DNA polimerase
(5 U/ ul), DNA Escherichia coli (2 ul). Os ciclos de amplificacdo foram realizados seguindo o padréo
de aquecimento empregados no termociclador iniciando a 94°C por 3min, seguindo para o protocolo
de 35 ciclos a 94°C por 30 s, 63°C por 30 s e 72°C por 1 min. A reacéo foi finalizada a 72°C por 10
min para a extensao final e manutencdo a 4°C por tempo indeterminado até a retirada da reacéo do
termociclador.

Com o intuito de otimizar o protocolo de amplificacéo, as amostras individuais de DNA foram
agrupadas em conjuntos de cinco individuos. Cada conjunto de DNA foi amplificado individualmente
em duas PCRs independentes, cada qual com seu conjunto especifico de primers (ST X1forward +
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STX1reverse; STX2forward + STX2reverse; STHforward + STHreverse; LTforward + LTreverse
e eaeAforward + eaeAreverse + ipaAforward e ipaAreverse). A qualidade da PCR e os fragmentos
amplificados foram analizados por eletroforese em gel de agarose 1,5%, utilizando um marcador de
tamanho molecular como referéncia (Ladder 1 kb — Invitrogen). As sequéncias nucleotidicas dos
primers (sequéncia 5’ — 3”) utilizados na amplificagdo dos genes de viruléncia foram obtidas de OH,

et al, 2014 com modifica¢Oes (Quadro 01).

Quadro 1: Sequéncia génica dos primers utilizados para caracterizar os patotipos diarreiogénicos E.
coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E.

coli enterohemorragica (EHEC), E. coli produtora de toxina de Shiga (STEC).

Patétipo Gene

STEC
STEC

ETEC

ETEC

EPEC

EIEC

FORWARD REVERSE pb NCBI
STX2 TACCACTCTGCAACGTGTCG CGATACTCCGGAAGCACATT 637 AB609719
STX1 CGTCTTTACTGATGATTGATAGTGGC ACCTACAGGGCACAATAAC 297 CP007529
STH TTCGCTCAGGATGCTAAACCA TTAATAGCACCCGGTACAAGCAGG 167 FN822745
LT GTACTTCGATAGAGGAACAAATGAATAT ATTCTGGGTCTCCTCATTACAAGTATC 530 LN870273
eaeA CGGCGATTACGCGAAAGA CCTAAATTTGCCGTAAAG GG 248 AAF043226
ipaA CCTTTTCCGCGTTCCTTGA CAGCAGCAACAGCGAAAGAC 104 KT248235

Os isolados de Escherichia coli foram testados quanto a sensibilidade a antimicrobianos, pelo
teste de difusdo em &gar Mueller-Hinton (Oxoid®), realizado e interpretado de acordo com as normas
do Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI (CLSI, 2018).

Doze antimicrobianos foram selecionados, representando sete diferentes grupos
farmacoldgicos, disponiveis em discos impregnados comerciais (Sensidisc®): aminoglicosideos —
amicacina 30 pug (AMI) e gentamicina 10 pug (GEN); carbapenemas — imipenem 10 pg (IPM);
cefalosporinas — cefepime 30 pug (CPM) e cefotaxima 30 pg (CTX); nitrofurantoina — nitrofurantoina
300 pg (NIT); penicilinas — ampicilina 10 pg (AMP); polimixinas - polimixina B 300 pg (POL);
quinolonas — &cido nalidixico 30 pg (NAL), ciprofloxacina 05 pg (CIP) e norfloxacina 10 pug (NOR).

A anélise da resisténcia aos antibioticos foi dada a partir da classificacdo de desempenho das

cepas a seis diferentes grupos farmacoldgicos aminoglicosideos (AMN), penicilina (PNC),
quinolonas (QNL), carbapenemas (CBP), nitrofurantoina (NTF), polimixinas (POL).
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Classificando as cepas, em trés grupos: Multirresistentes (cepas resistentes a mais de trés
grupos), Resistentes (cepas resistentes até dois grupos) e sensiveis (cepas que apresentam
sensibilidade a qualquer um dos grupos).

Os dados foram computados no programa Sistema de Analises Estatisticas — SAS v. 9.3
(2010) a 5% de probabilidade. Foi usado o qui-quadrado de Mantel-Haenzsel para tendéncia linear e
"razdo de chances" (OR), para avaliar os provaveis fatores de risco ambientais e de manuseio, na

prevaléncia de E. coli.

Esta pesquisa ndo recebeu nenhuma concessao especifica de agéncias de fomento no setor

publico, comercial ou setores sem fins lucrativos.
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3 Resultados e Discussao

Apbs avaliagdo microbioldgica conforme descrito na IN n°® 62 (Brasil, 2003), foi possivel

mensurar e caracterizar que 55% (44/80) de amostras foram positivas para Escherichia coli.

A determinacdo de niveis altos da presenca desse agente em alimentos reforca as informacdes
destacadas pelo Ministério da Salde reportada no ano de 2017. Ao avaliar a epidemiologia dos surtos
de DVA durante os anos de 2007 a 2017, observou-se a lideranca desse agente no ranking dos casos
de surtos envolvendo E. coli totalizando um ndmero de 525 casos em um total de 7.170 (BRASIL,
2017).

A presenca de E. coli no produto final desperta a preocupacao de possiveis falhas no controle
desse agente, desde sua criacdo até as plantas frigorificas e, por conseguinte ao consumidor final.
Caldorin, (2013); seguido de Trung et al., (2016) reportam a importancia de E. coli em alimentos ao
descrever que esse agente é um indicador de contaminacao fecal, por estar na microbiota das aves e
outros animais. Logo, falhas no abate e manipulacdo podem contaminar os alimentos durante todo o

processamento até a mesa do consumidor.

Ao consideramos 0s aspectos sanitarios envolvendo a presenca de E. coli em planteis de aves,
trazemos a tona uma importante perspectiva de controle desse agente no produto final. Dinev (2014)
afirma que a infeccéo de aves por E. coli pode ocorrer em distintas fases da criacdo desencadeando
problemas sanitarios graves, impactando diretamente na qualidade do produto ofertada ao frigorifico.
Corroborando Machado et al. (2013) relatam que a colibacilose é uma das principais causas de perdas
econdmicas na producdo avicola, seja pelos gastos com tratamento e profilaxia ou mesmo com a

perda nas unidades frigorificas.

A portaria de n° 210 do ano de 1998 estabelecida pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e
abastecimento considera que lesdes que envolvem pericardite, perihepatite e aerossaculite séo lesfes
normalmente ocasionadas por E. coli sendo estas lesbes classificadas como a triade de condenacéo

de carcacas por colibacilose (Ferreira & Knobl, 2000; Maciel, 2016).

A condenacdo de carcagas com lesdes caracteristicas de colibacilose é de fato uma importante
ferramenta de inspecéo utilizada nas industrias, entretanto, a contaminago de “carcagas sadias” por
sua vez € uma realidade constante nas plantas frigorificas, sendo essas muitas vezes relacionadas com

tecnopatias e ineficiéncia nos sistemas de evisceragéo.

Oliveira (2012) ressalta que o contato com superficies contaminadas, bem como as proprias
mé&os dos manipuladores e a contaminagéo cruzada durante o preparo dos alimentos séo fatores de

grande impacto na contaminacéo de produtos avicolas destinados ao consumo humano.
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Avaliando as causas de contaminacao de carcacas em frigorificos, Alonso et al. (2012) relatam
que o processo de evisceracao ineficaz aliado a presenca de ruptura do intestino, é considerado um
ponto critico de controle no abate de aves, sendo esse atribuido a contaminagdo cruzada durante as

fases de abate bem como nas fases de manipulacdo dentro das industrias de abate.

Dados apresentados por Oliveira (2012) ao realizar um levantamento epidemioldgico para
caracterizar as principais causas de condenacdo ao abate de aves em matadouros frigorificos
registrados no servico brasileiro de inspecao federal no periodo compreendido entre 2006 e 2011,
observaram que entre as causas destacam-se como principais causas de condenacgdo as contaminacoes
(1,80%), seguidos de contusao/lesdo traumatica (1,57%), dermatose (0,74%) e celulite (0,50%).

A contaminacdo das carcacas pode ser explicada pelo fato do intenso processo de manipulagédo
das mesmas. Considerando que as amostras estudadas sofreram dois processos de manipulacao, desde
seu beneficiamento original, como também uma segunda manipulacdo no estabelecimento de
comercio final, aumentado assim o risco de contaminacdo o que pode ter refletido nos resultados

encontrados.

Quanto a resisténcia antimicrobiana, 59% (26/44) foram consideradas multirresistentes, 23%

(10/44) resistentes e apenas 18% (8/44) foram sensiveis aos antimicrobianos analisados.

Apurando os dados foi possivel representar de forma gréfica quais grupos obtiveram maior
resisténcia (Figura 01).

EQNL mAMG mCBP mPNC mNTF mPOL

Figura 2 Quantidade de cepas resistentes a cada grupo farmacolégico testado aminoglicosideos (AMN),
penicilina (PNC), quinolonas (QNL), carbapenemas (CBP), nitrofurantoina (NTF), polimixinas
(POL).
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Bactérias multirresistentes estdo presentes nas mais diversas fontes, porém o maior risco de
contaminagdo por essas cepas ocorre a partir da ingestdo de agua e/ou alimentos principalmente 0s
de origem animal (Pri6 et al., 2006).

Casos de cepas resistentes aos principais antimicrobianos utilizados tem sido relatado por
diversos autores, a acdo ineficiente dos diversos antimicrobianos sobre E. coli foi descrita por Zanata
et al., (2004) ao avaliar a presenca de cepas de E. coli em carcacas de aves comerciais obteve uma
prevaléncia de (77,5%) de cepas com resisténcia a antimicrobianos. Abordando essa problemética
para os produtos destinados ao consumo humano Almeida (2014), ao avaliar ovos de patos
comercializados em Goiania, Goias verificou que 95,8% (93/97) dos isolados de E. coli foram
resistentes a pelo menos um tipo de antimicrobiano e em 91,7% (89/97) ocorreu sensibilidade

intermediaria.

Na avicultura, os antimicrobianos, além de serem utilizados para o tratamento de doencas,
estes sao usados como promotores de crescimento auxiliando no aumento do desempenho zootécnico
e na produtividade das aves (Kuritza et al., 2014). Blaak et al. (2015) afirmam que 0 uso
indiscriminado de antibidticos para o tratamento de doengas tanto em humanos quanto em animais

contribuiu para o aumentado do surgimento de bactérias resistentes.

Giguére et al. (2010) mencionam que no Brasil desde o ano de 1998 proibe uso de antibidticos
como aditivos moderadores de crescimento nas ragdes de animais de produgdo, porém ainda é comum

encontramos niveis alarmantes de resisténcia nos produtos de origem animal.

O uso de antibidtico de forma indiscriminada foi abordado por Greeson et al. (2013)
ressaltando que essa pratica, além de fornecer risco a populacao pela sua presenca no alimento, pode
levar a selecdo de linhagens bacterianas resistentes aos diferentes principios ativos, dificultando o
tratamento de infec¢bes, tanto em humanos como nos animais. Outro problema relacionado ao uso
excessivo de antimicrobianos é a contaminacdo do meio ambiente, sendo estas substancias

disseminadas no solo e nas aguas superficiais (Kummerer, 2004).

Embora ndo se tenha uma restri¢do legal quanto a presenca de E. coli em carne de frango,
muito menos a seus patotipos, vale considerar que mesmo que alguns dos representantes desse grupo
sejam em sua maioria comensais e nao apresentem patogenicidade a seus hospedeiros, corre se 0 risco
de dentre esses exemplares nos depararmos com alguns de importancia consideravel para a saude

publica como por exemplo a E. coli O 157:H7.

Sendo assim no intuito de elucidar e confirmar a presenca dos principais patotipos de E. coli

nas amostras utilizadas nessa pesquisa, foram submetidas a caracterizagdo molecular, todas as 44
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amostras positivas para o agente E coli. Para isso as amostras ap0s sua identificacdo e confirmacao
bioquimica, foram enviadas para o Laboratdrio de genética da Universidade Federal de Jatai, onde as
mesmas foram submetidas a técnica de PCR convencional. A fim de caracterizar os patotipos
diarreiogénicos E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli produtora de toxina de Shiga
(STEC). Entretanto ao serem submetidas a analise molecular, ndo houve confirmacéo de nenhum dos

patotipos em questdo (Figura 2, 3, 4, 5).

C+ C NI N2 N3 N4 N5 N2 N3 N4 N5

Figura 2: (A) Produtos de PCR da amplificagcdo dos genes stx2 (STEC) de Escherichia coli, de 637pb. N&o foram
identificadas amostras positivas — N1, N2, N3, N4 N5: Pool de amostras. C+: cepa padrdo de E. coli. M: padrdo de
tamanho molecular 1Kb DNA Ladder Plus (Invitrogen) CN: controle negativo (mix sem DNA).; (B) Produtos de PCR
da amplificacdo dos genes stx1 (STEC) de E. coli, de 297pb. N&o foram identificadas amostras positivas — N1, N2,
N3, N4 N5: Pool de amostras. C+: cepa padrao de E. coli. M: padrdo de tamanho molecular 1Kb DNA Ladder Plus
(Invitrogen). C-: controle negativo (mix sem DNA).

N2 N3 N4 N5

Figura 3: (A) Produtos de PCR da amplificacdo dos genes eaeA (EPEC) de E. coli, de 248pb. N&o foram identificadas
amostras positivas — N1: Pool de amostras. C+: cepa padrdo de E. coli. M: padrdo de tamanho molecular 1Kb DNA
Ladder Plus (Invitrogen) CN: controle negativo (mix sem DNA).; (B) Produtos de PCR da amplificacdo dos genes bfpA
(EPEC) de E. coli, de 400 pb. Nao foram identificadas amostras positivas — N1, N2, N3, N4 N5: Pool de amostras. C+:
cepa padréo de E. coli. M: padrdo de tamanho molecular 1Kb DNA Ladder Plus (Invitrogen). C-: controle negativo (mix
sem DNA).
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Figura 4: (A) Produtos de PCR da amplificacdo dos genes Sth (ETEC) de E. coli, de 167pb. Nao foram identificadas
amostras positivas — N1, N2, N3, N4 N5: Pool de amostras. C+: cepa padrdo de E. coli. M: padréo de tamanho molecular
1Kb DNA Ladder Plus (Invitrogen) CN: controle negativo (mix sem DNA).; (B) Produtos de PCR da amplificacdo dos
genes LT (ETEC) de E. coli, de 530 pb. N&o foram identificadas amostras positivas — N1, N2, N3, N4 N5: Pool de
amostras. C+: cepa padrdo de E. coli. M: padréo de tamanho molecular 1Kb DNA Ladder Plus (Invitrogen). C-: controle
neaativo (mix sem DNA).

N1 N2 N3 N4 N5

Figura 5: (A) Produtos de PCR da amplificacdo do gene ipaA
(EIEC) de E. coli, de 104pb. Néo foram identificadas amostras
positivas — N1, N2, N3, N4 N5: Pool de amostras. C+: cepa
padrédo de E. coli. M: padrdo de tamanho molecular 1Kb DNA
Ladder Plus (Invitrogen) CN: controle negativo (mix sem DNA

Cepas classificadas como STEC obrigatoriamente necessitam conter pelo menos um dos
genes de identificacdo desse grupo (stx1/stx2), ja o patotipo EHEC necessita de apresentar trés genes

de viruléncia simultaneamente (stx1/stx2/eaeA).

A auséncia desses genes pode ser explicada por duas causas principais. Analisando os relatos

bibliograficos percebemos que ndo é comum encontrar 0s genes (stx1/stx2/eaeA) em aves. Costa et
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al., (2010) ao avaliar 138 coxas de frango comercializadas na capital de S&o Paulo nao detectaram a
presenca de cepas diarreiogénicas. Em anélise mais complexa avaliando todas as fases de produgéo
de aves Casagrande, (2016) ao analisar a presenca E. coli diarreiogénica em granjas, frigorificos e
cortes de frangos congelados adquiridos em supermercados, consegui isolar apenas 4 amostras

positivas para STEC, sendo as demais amostras negativas para esse gene.

Esse resultado pode ser explicado por Gyles, 2007, que determina como portador natural e
assintomatico de EHEC e STEC apenas 0s suinos e 0s bovinos. Como nos supermercados ocorre
manipulacdo desses trés tipos de proteinas sugere-se que as STEC encontradas nas amostras de
Casagrande, (2016) tenha sua origem as superficies contaminadas nos supermercados, uma vez que,
ao se realizar a triagem de toda a cadeia produtiva das aves ndo foi possivel encontrar EHEC e STEC,

apontando uma possivel contaminacédo cruzada.

Para a identificacdo do pat6tipo EPEC, é necessario a presenca do gene eaeA e do gene bfpA.
Esse patotipo é um importante promotor de patogenia nas aves, e esta relacionada a lesdes intestinais
do tipo A/E “attachment and effacing” (fixacdo e esfacelamento), a qual lesiona os enterdcitos
promovendo a dispersdo sistémica do agente causando lesdes em diferentes 6rgdos como sacos
aereos, coracao e figado, sendo esse patotipo facilmente encontrado em visceras (Coura et al., 2014).
A auséncia de avaliagdo de visceras como coracao, moela e figado pode ser uma das causas para a

auséncia de isolamento desse pat6tipo nas amostras, pois nessa pesquisa avaliamos apenas 0s cortes.

Maciel (2016), ao avaliar 117 estirpes de E. coli (isoladas de sistema respirat6rio superior,
coracdo e figado) provenientes dos estados de Goias, Tocantins, Sdo Paulo e Distrito Federal,
condenadas pelo servico de inspecdo federal do Estado do Tocantins por apresentarem lesdes
sugestivas de colibacilose, aerossaculite, pericardite e perihepatite obteve positividade de 9%
(11/117) das quais, 5% (6/117) foram do sistema respiratdrio superior, seguido por cora¢do com 2%
(3/117) e figado 1% (2/117).

Dados apresentados por Pannuch et al. (2014) corroboram com os citados acima, ao
avaliarem um total de 30 amostras de carne (10 bovina, 10 suina, 10 aves) compradas em merci 4g

tailandenses, obtendo positividade em apenas 2 amostras de carne de frango para o patipo EPEC.

Na identificacdo de cepas pertencentes ao grupo das ETEC utilizamos os genes sth e LT. Sua
colonizacao ocorre por aderéncia, principalmente na mucosa do intestino delgado, sem penetra-la,
causando diarreia, suas enterotoxinas, por sua vez, sdo responsaveis por atuar no tecido intestinal
ambas modificam as func¢des dos enterdcitos, aumentando a secre¢do e diminuindo a absorgédo de

liquidos, sem alterarem morfologicamente as células intestinais (Coura et al., 2014).



Esse tipo de patogenecidade confere uma predominancia dessas cepas ao trato
gastrointestinal, o que pode explicar os resultados negativos desse agente nas amostras processadas.
Entretanto vale ressaltar que os processos de evisceracdo ineficientes podem contribuir para a
dispersao desse e de outros enteropatdgenos contribuindo significativamente para a contaminagéo das

carcacas, e esteiras condutoras de cortes de frango (CDC, 2016).

Na idenficacdo do patotipo EIEC consideramos apenas o0 gene ipaA embora esse patotipo
possa apresentar outros genes. Os resultados negativos para esses genes assim como o patétipo ETEC
deve-se a sua peculiar patogenecidade. EIEC embora seja capaz de causar lesdes, permanece de forma
restrita ao local lesionado né&o se estendendo para fora do tecido alvo. Dessa forma a expresséo de
fatores de viruléncia na EIEC é considerada relativamente baixa (Moreno et al., 2009; Maciel, 2016).
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Conclusoes

Identificar a presenca de Salmonella spp e Escherichia coli na carne de frango temperado
comercializado no municipio de Rio Verde, Goiés, conclui-se que ha necessidade de atuacdo de uma
fiscalizacdo efetiva assim como um maior rigor nos quesitos microbiologicos que devem ser

melhorados uma vez encontrados amostras fora dos padrdes aceitaveis pela legislacao.

Sendo um indicador de contaminagdo fecal a presenca de Escherichia coli nas amostras
estudadas, aponta graves desvios no processo de manipulacdo desses alimentos. Cabendo maior
investigacdo dos estabelecimentos manipuladores de produtos de origem animal, bem como
treinamentos ainda mais eficazes para os colaboradores envolvidos no processo, compreendendo que
0 processo de manipulacdo pode propagar tal agente para os estabelecimentos processadores desses

produtos, sendo esse uma importante fonte para um possivel surto.

A resisténcia aos grupos de antibioticos testados, € de preocupacdo relevante uma vez que
esse cenario acarreta grandes prejuizos tanto para salde publica como aparecimento de cepas cada
vez mais resistentes bem como para a saude animal uma vez que 0s animais também sdo vitimas
dessa resisténcia inviabilizando o tratamento a campo dessa enfermidade acarretando prejuizos para

a producao avicola.
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CONSIDERACOES FINAIS

Visualizando a presenga de Salmonella spp e Escherichia coli nos estabelecimentos
utilizados para esse experimento, conclui-se que é necessaria uma atuacao fiscalizatoria
ainda mais efetiva, seja ela nas industrias primarias de beneficiamento de frango, bem

como na comercializacao nos estabelecimentos varejistas.

A resisténcia aos grupos de antibitticos testados é preocupante, uma vez que esse
cenario atual acarreta grandes prejuizos tanto para satde publica como aparecimento de

cepas cada vez mais resistentes, bem como para a saude animal.

Ainda cabe ressaltar que a utilizacdo e o emprego de ferramentas moleculares deve
ser considerado sempre que reportarmos a pesquisas de microrganismos indicadores, pois
0s mesmos auxiliam na identificacdo e obtencdo de diagndsticos cada vez mais eficazes,
permitindo uma maior fidelidade nos dados e consequentemente auxiliando na construcao

do real cenario epidemioldgico do pais.



