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RESUMO

A Salmonella permanece um importante problema na avicultura mundial e
considerando os patdgenos transmitidos por alimentos, a Salmonella aparece como um dos
agentes principais em surtos de toxinfecgdes alimentares. Existem varios relatos de
isolamento de Salmonella em frangos vivos e surtos alimentares, porém em carcagas de
frangos e cortes a disponibilidade de dados € menor, assim como estudos de determinacao
do niimero de Sa/monella presentes nas amostras, também sao poucos. No presente estudo,
foram analisadas 180 carcacas de frangos resfriadas, adquiridas em varejos, para
determinacao da ocorréncia de contaminagao por Sal/monella pelo método de microbiologia
convencional, ensaio imunoenzimatico (ELISA) e determinacdo do niimero de células da
bactéria pelo método do nimero mais provavel (NMP) nos agares para isolamento verde
brilhante com novobiocina (BGN) e xilose-lisina tergitol 4 (XLT4). Neste mesmo estudo,
foi determinado o perfil de resisténcia a antimicrobianos de 13 amostras de Salmonella
isoladas das carcacas de frangos, e analisados 101 suabes de arrasto de camas avidrias, pelo
método microbiologico convencional, para a presenga do agente. Os resultados mostraram
15,8% de ocorréncia de Salmonella nos suabes de arrasto e 12,2% de ocorréncia nas
carcagas de frangos resfriadas, pelo método de microbiologia convencional. O teste de
ELISA detectou 11,3% de positividade para Salmonella nas carcagas de frangos resfriadas.
A média de NMP de Salmonella por mL, na leitura pelo agar XLT4 foi de 2,674 células e
BGN foi de 1,282 células. As cepas de Salmonella apresentaram resisténcia aos
antimicrobianos lincomicina, penicilina e estreptomicina (100%), josamicina e
enrofloxacina (69,23%), amoxicilina (30,76%), clortetraciclina (23,07%), estreptomicina e
estreptomicina + penicilina (15,83%) e 7,69% de resisténcia a doxiciclina e polimixina B.
Os sorovares de Salmonella isolados no estudo foram Enteritidis, Agona, Risssen,
Heidelberg e Livingstone, nas carcacas de frangos, e, Enteritidis, Agona, Ohio, Rissen,
Tennessee, entérica O: 3,10 e entérica O: 6,71 nos suabes de arrasto. A analise dos
resultados apresentou contaminagdo por Salmonella nas camas aviarias e presenca de cepas
de Salmonella, isoladas das carcacas, multiresistentes a antimicrobianos. Também
demonstrou existir um numero variavel de células de Sa/monella contaminando as carcagas

de frango resfriadas que estdo a venda ao consumidor.



ABSTRACT

Salmonella in poultry remains an important worldwide problem, and among foodborne
pathogens, the Salmonella appears one of the most important outbreaks agents. There are
many Salmonella isolation reports on poultry related samples and outbreaks, however
Salmonella reports in poultry carcasses and pieces are fewer, as well as, researches about
quantification of Salmonella in samples are rare. In this study, 180 refrigerated broiler
carcasses, obtained from local stores, were assessed by conventional microbiological
method and an immunoenzimatic assay (ELISA) to recover Salmonella, and by the most
probable number (MPN) method to quantify bacterias cells onto brilliant green agar with
novobiocin (BGN) and xylose lysin tergitol 4 agar (XLT4). In the same study, 13
Salmonella strains isolated from refrigerated broiler carcasses had their antibiotic
resistance verified, and 101 litter drag swabs were analyzed by conventional
microbiological method to Salmonella isolation. The results showed 15,8% occurrence of
Salmonella by litter drag swab and 12,2% by conventional microbiological method from
refrigerated broiler carcasses. In the ELISA test, 11,3% samples were Salmonella-positive.
The MPN per mL rates was 2,674 cells on XLT4 agar and 1,282 cells on BGN agar plate.
The Salmonella strains showed antimicrobial resistance to lincomycin, penicillin and
streptomycin  (100%), josamycin and enrofloxacin (69,23%), amoxicillin (30,76%),
chlortetracyclin (23,07%), streptomycin and streptomycin+penicillin (15,83%) and 7,69%
resistance to doxicyclin and polymixin B. The serovars isolated were Enteritidis, Agona,
Rissen, Heidelberg and Livingstone from broiler carcasses, and Enteritidis, Agona Ohio,
Rissen, Tennessee, enterica O: 3,10 and enterica O: 6,71 from drag swabs. Results analysis
showed Salmonella contamination on poultry houses and multiple antimicrobial-resistant
Salmonella strains isolated from broiler carcasses. The results also showed that could be a
variable cells number contaminating refrigerated broiler carcasses, which have been

selling to consumer’s
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1 INTRODUCAO

Em 2004, a avicultura brasileira destacou-se frente aos grandes produtores
mundiais. O Pais fechou o ano com uma producao recorde de 8,5 milhdes de toneladas de
carne de aves, dos quais 2,4 milhdes de toneladas foram para a exportagao, gerando uma
receita de 2,5 bilhdes de dodlares. O Brasil, pelo segundo ano consecutivo, ¢ o primeiro
exportador mundial, sendo que de setembro de 2003 a setembro de 2004, foram exportados
2,45 milhoes de toneladas de carne de frango.

A carne ¢ um dos alimentos de maior nivel nutritivo para o consumo humano, nao
apenas como fonte de proteina de alta qualidade, mas também minerais e vitaminas. O
consumo per capita de carne varia entre paises, pois diferencas econdmicas, questoes
religiosas e recursos naturais estao envolvidos. No Brasil, o consumo per capita de carne de
frango em 2004, atingiu a marca aproximadamente 34 quilos, com previsao de crescimento
de 5% para o ano de 2005 (UBA, 2005).

A expansao da avicultura, no Brasil e no mundo, aumentou exponencialmente a
quantidade de animais, concentrando-se mais aves por metro quadrado, situagdo que
favorece a instalacdo e multiplicacdo de agentes patogénicos. Dentre estes, o agente
Salmonella permanece um problema importante na avicultura mundial, seja do ponto de
vista de saude animal ou saide humana.

Considerando os problemas de doencas transmitidas por alimentos, a Salmonella
aparece como um dos agentes mais importantes em surtos de toxinfecgdes alimentares.
Governos de diversos paises adotaram programas a fim de melhorar o nivel de seguranca
alimentar, exemplos podem ser citados em paises como a Dinamarca, Suécia, Finlandia,
Estados Unidos da América e Reino Unido, que adotaram controles rigidos para redugdo de
salmonelas em todos os niveis da cadeia alimentar (LAKE et al., 2002).

O Brasil tem seus esfor¢os concentrados no Plano Nacional de Sanidade Avicola
(PNSA) que visa a manutengdo do status sanitario dos plantéis avicolas e no Programa de
Redugdo de Patogenos, instituido pelo Governo Federal em outubro de 2003, visando a
inocuidade dos alimentos, mediante o controle do sistema de producao (BRASIL, 2003).

A avaliacdo microbiologica de alimentos ¢ assunto de interesse desde o inicio da

microbiologia como ciéncia.



Esta avaliagdo constitui-se em um dos parametros mais importantes para determinar-se
qualidade e sanidade dos alimentos, e ¢ igualmente importante para verificagdo de padroes
e especificagdes microbioldgicas nacionais e internacionais (SILVA, 1998). Pesquisas que
relatam incidéncia, prevaléncia e sorovares de Salmonella em carcagas de frangos estdo
disponiveis e contam com dados coletados em diferentes paises (SIMMONS et al., 2003),
contudo, estudos que fornegam dados quantitativos, isto €, proporcionem o conhecimento
da extensdo de contaminacdo pelo patégeno em carcagas ou partes de frangos sdo pouco
freqlientes (IZAT et al., 1991Db).

No contexto de status sanitario dos plantéis avicolas e busca de inocuidade dos
alimentos este trabalho foi elaborado e desenvolvido. O presente estudo objetivou verificar
a presenca de Salmonella em carcacas de frangos resfriadas por um método de ensaio
imunoenzimatico (ELISA), usando kit comercial SALVIA (Tecra® Salmonella VIA) e
estimar o numero de células de salmonelas pelo método do Numero Mais Provavel (NMP).
Também teve como objetivos a identificacdo da ocorréncia de salmonelas em plantéis
avicolas da regido onde o trabalho foi realizado, pelo método de suabes (swab) de arrasto e
determinar a resisténcia a antimicrobianos de Salmonella spp. isoladas das carcacas de

frangos.



2  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O Género Salmonella

A Salmonella ¢ um microrganismo que esta amplamente distribuido no ambiente. Este
género que obteve seu nome inspirado no cientista que o descobriu, Dr. Daniel E. Salmon
(SNOEYEMBOS, 1984), hoje ¢ composto por mais de 2500 sorovares diferentes e dentre
estes, cerca de 80 a 90 sorovares sao os mais comuns em casos de infeccdo dos seres
humanos e animais (BERCHIERI, 2000).

A primeira descricdo de uma bactéria considerada do género Salmonella foi
realizada por Ebert em 1880, isolada de bago e linfonodos de humanos e designada como
Bacterium typhosa, responsavel pela febre toféide. Em 1885, outro membro do género foi
isolado a partir de suinos por Smith e Salmon, sendo denominado de Bacillus cholerae suis,
e foi erroneamente denominado como peste suina. Gértner, em 1888, isolou o Bacillus
enteritidis, de um jovem com gastroenterite (BARROW, 1993).

Os membros do género Salmonella sao bacilos curtos, de 0,7-1,5 x 2-5 um, Gram
negativos e ndo esporulados. Os sorovares Gallinarum e Pullorum sdo imoveis e os
sorovares moveis possuem flagelos peritriquios. Sdo bactérias aerobias ou anaerobias
facultativas, apresentam crescimento entre 5 e 45°C, porém seu crescimento 6timo ocorre
em 37°C. Crescem em pH entre 4 ¢ 9, sendo pH 7 o ideal. As colonias, de 2-4 mm,
apresentam-se elevadas e com bordas lisas e arredondadas, fazendo-se necessario fonte de
carbono e nitrogénio nos meios de cultura (HOLT, 1994; GAST, 1997)

A classificacdo do género Salmonella proposta por Popoff e Le Minor (1997)
consiste de duas espécies: S. entérica e S. bongori. A Salmonella enterica dividida em seis
subespecies: enterica, arizonae, diarizonae, salamae, houtenae e indica; e a S. bongori em
20 subespécies, sendo as espécies e subespécies chamadas em geral de sorovares ou
sorotipos de Salmonella.

Os grupos ou espécies sdao identificados por analise antigénica, embora as
caracteristicas bioquimicas sejam utilizadas na deteccdo. As salmonelas como outras
enterobactérias, possuem antigenos somaticos (O) e antigenos flagelares (H) em uma ou
ambas fases (1 e 2). O antigeno O permite separar a Salmonella em grupos sorologicos, que

recebem letras do alfabeto como A, B, C; e D; para denominagao.



Poucas salmonelas tém antigenos de envoltorio K, denominados Vi, que interferem na
aglutinag¢@o por anti-soros O e estdo associados a sua capacidade de invasdo. As provas de
aglutinacdo com anti-soros adsorvidos, para antigenos O e H diferentes, formam a base da
classificacao sorologica das salmonelas (POPOFF; LE MINOR, 1997; GAST, 1997).

A realizagdo da classifica¢do soroldgica pelo esquema de Kauffmann-White segue
uma tabela de férmulas antigénicas, que indica a ordem dos fatores O, Vi e H nas fases 1 e
2. A interpretagdo € procedida pela leitura dos antigenos somadticos, primeiramente, seguido
do antigeno envoltdrio, este podendo estar presente ou nao, entdo, descrito entre colchetes.
Apds os dois pontos, indica-se os antigenos flagelares nas fases 1 e 2, sendo que se ndo
houver este, deve-se representar por um trago. Para exemplificar, a formula antigénica para
Salmonella Typhi descreve-se do seguinte modo: 9,12,[Vi]: d : - (LE MINOR ; VERON,
1982).

Para efeitos de classificagdio mais detalhada, estuda-se a divisdo em fagotipos,
estabelecendo sistemas de tipificagdo. Deste modo, € possivel se determinar o predominio
de certos fagotipos em uma regido ou pais para, mediante estudos epidemiologicos,

orientar-se a profilaxia (COX, 1988 apud FLORES, 2001).

2.2 Importancia da Salmonella em Saude Piblica

2.2.1 Salmonella um Microrganismo Cosmopolita

A toxinfecgdo humana devido a ingestdo de produtos alimenticios contaminados por
Salmonella tem registros que datam do final do século passado. Muitos casos de
toxinfec¢cdes humana por Salmonella Agona (S. Agona) na Europa e Estados Unidos foram
associados a ingestdo de produtos alimenticios de origem avicola (BERCHIERI, 2000). Os
sorovares mais associados as infecgOes alimentares sdo Salmonella Enteritidis (S.
Enteritidis) e Salmonella Typhimurium (S. Typhimurium). Os primeiros registros, em
humanos, de S. Enteritidis, datam de 1888 em Frankenshausen, Alemanha (ROBBS;
ROBERTS, 1999 apud TESSARI et al., 2003).

Durante onze anos, periodo de 1978-1988, foi relatada a presenca de S. Enteritidis

em 5,45% dos 118.685 isolados de Salmonella a partir de humanos e 2,65% dos 3.315
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isolados a partir de alimentos na Italia. No mesmo periodo, a S. Enteritidis foi relatada em
7,4% dos 568 isolados de Salmonella em ovos ¢ aves. Nestes anos, a exce¢dao de 1982 e
1983, a S. Enteritidis estava na lista dos cinco sorotipos mais freqiientemente isolados de
humanos (FANTASIA et al., 1991). Ainda na Italia, dados relativos ao periodo de 1982-
1992, mostram que a S. Enteritidis isolada a partir de humanos aumentou de 2,4% para
57,1% e a partir das amostras de alimentos, aumentou de 0,5% para 22,8% (FANTASIA;
FILETICI, 1994).

A situagdo epidemiologica da Poldnia, estudada durante 1961-1991, apresentou
ocorréncias de S. Enteritidis nestes trinta anos. De 1987 a 1991 um grande nimero pessoas
adoeceram devido a surtos de infecgdes alimentares e foram hospitalizadas. Durante os
anos de 1975 -1991 a porcentagem de participagdo da Salmonella aumentou de 35,7% para
91,3% frente as outras bactérias envolvidas em surtos alimentares. O aumento da
ocorréncia do sorovar S. Enteritidis de 1962 -1991 foi de 93,8%, enquanto os sorovares S.
Typhimurium, S. Agona e outros apresentaram um decréscimo nas infecgdes em humanos
(GLOSNICKA; KUNIKOWSKA, 1994).

No Canada, a prevaléncia de S. Enteritidis em humanos aumentou de 9% para 12%
dos isolados de Salmonella, nos anos de 1989 a 1991. Com excegdo da S. Enteritidis
fagotipo (PT) 4, que ndo foi isolada de aves no Canada, os fagotipos de ocorréncia mais
comum em aves (PT &, 13 e 13,) também s3o os mais prevalentes em humanos. A razao
para o incremento da prevaléncia de S. Enteritidis em pessoas ¢ multifatorial; contudo, aves
sdo consideradas uma importante fonte de infeccao (POPPE, 1994).

Dados de 2001 da Fundagao Osvaldo Cruz (FIOCRUZ), revelam fagotipos 4, 4a,
6, 7 ¢ 8 de S. Enteritidis identificados no Brasil em fonte animal. De acordo com Santos et
al. (2003) os fagotipos de S. Enteritidis identificados no Rio Grande do Sul em material
avicola foram PT 4, 4a, 6a, e 7, enquanto que em carcagas de frangos foram identificados os
PT 4 e 4a.

A Salmonella é o mais eficiente agente causador de toxinfeccdes alimentares nos
Estados Unidos da América (EUA). Em dados de isolamento de Sal/monella, o sorovar
Enteritidis aumentou até 1996, ao passo que um declinio nas S. Hadar e Salmonella

Heidelberg (S. Heidelberg) foi notado. Dados de 2001 apresentam a S. Enteritidis em



fontes humanas como o segundo sorovar mais freqiiente, nono lugar em amostras clinicas

nao humanas e oitavo lugar nas amostras nao-clinicas ndo humanas (Tabela 1).

Tabela 1 Os vinte sorovares mais freqlientemente isolados de Sal/monella em amostras
humanas e amostras clinicas e nao-clinicas ndo humanas em 2001.

Colo Fonte Humana Fonte Clinica Fonte Nao-Clinica
Cacao Nao Humana Nao Humana

Sorovar % Sorovar % Sorovar %
1 Typhimurium 22.1 Typhimurium Heidelberg 23.5
2 Enteritidis 7.7 Newport 13.6 Typhimurium 14.1
3 Newport 10.0 Heidelberg 6.0 Montevideo 6.2
4 Heidelberg 5.9 Agona 5.0 Choleraesuis 5.9
5 Javiana 3.4 Senftemberg 3.9 Senftemberg 5.7
6 Montevideo 2.0 Choleraesuis 3.5 Agona 3.9
7 Oraniemburg 1.9 Muenster 2.8 Muenster 3.1
8 Muenchen 1.8 Montevideo 2.6 Enteritidis 2.6
9 Thompson 1.6 Enteritidis 2.2 Derby 2.6
10 Saintpaul 1.5 Dublin 2.0 Hadar 2.5
11 Java 1.5 Derby 2.0 Anatun 2.1
12 Infantis 1.4 Anatun 2.0 Newport 1.8
13 Braenderup 1.2 Infantis 1.9 Mbandaka 1.7
14 Agona 1.2 Kentuky 1.5 Infantis 1.7
15 Typhi 1.1 Uganda 1.2 Schwarzengrund 1.5
16 Mississippi 1.1 Bredeney 1.1 Oraniemburg 1.4
17 Berta 1.0 Muenchen 0.9 Berta 1.3
18 Poona 1.0 Hadar 0.9 Worthington 1.1
19 Hadar 1.0 Mbandaka 0.9 Cerro 1.0
20 Bareilly 0.6 Cerro 0.9 Llvingstone 1.0
Total 79.0 83.2 84.5

Fonte: CDC, 2004.

Informagdes sobre a idade dos pacientes, apontam que as faixas etdrias mais
atingidas pelas toxinfec¢des foram criangas e jovens de 1-19 anos, com 33% dos isolados e
adultos de 20-49 anos, com 34% dos isolados. Em 1996, o USDA (Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos) implementou regras para a redugdo de patdogenos nos
alimentos, através do sistema de analise de perigos e pontos criticos de controle (APPCC),
e como resultado, notaram um decréscimo nas doengas em humanos (OLSEN et al., 2001).
No mesmo sentido, o governo dos Estados Unidos, através do USDA, estabeleceu normas

que prevéem a reducdo da ocorréncia de patdgenos que representem perigo a saude
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humana, em especial salmonelas, em produtos finais de origem avicola. Esta
regulamentacdo, chamada Mega Reg, estabelece metas de reducdo da presenga destes
agentes, ao longo de um periodo determinado, em alimentos produzidos pelas empresas que
se submeterem ao programa (NASCIMENTO, 2003).

O Chile tem sido afetado por uma extensa epidemia de infec¢des por S. Enteritidis,
desde 1994, cuja ocorréncia aumentou 3000% frente a baixas taxas das épocas anteriores.
Os primeiros casos foram registrados ao norte do pais e trés a quatro anos mais tarde
haviam se disseminado por todo territorio chileno. Até agora, as razdes para a emergéncia
da S. Enteritidis ndo estdo claras. Os isolados de fagotipos no Chile sugerem uma
contaminacao dos estabelecimentos avicolas por S. Enteritidis advinda de fontes externas.
Tal fato pode ter ocorrido pela entrada de aves destinadas a reprodugdo importadas da
Europa, EUA ou Brasil. Os estudos epidemiologicos chilenos, encontraram concordancia
entre os fagotipos de interesse no meio clinico com os fagotipos identificados em amostra
de alimentos ligados a surtos e em produtos avicolas (PRAT et al., 2001).

Assim como em outros paises, na Argentina também houve um aumento do sorotipo
Enteritidis, desde 1986. Entre 1986 ¢ 1993 foram relatados 150 surtos de toxinfecgoes
alimentares por S. Enteritidis, afetando 6230 pessoas, as quais apresentaram sintomas
agudos de febre, vOomitos, diarréia e desidratacdo; muitos destes casos necessitaram de
internacao hospitalar (CAFFER; EIGUER, 1994).

Durante 30 anos de estudos realizados no Brasil (1962-1991), foram analisados os
sorotipos de Salmonella isolados de aves, oriundas de algumas areas avicolas do pais. A
classificacdo dos sorovares foi procedida de acordo com trés fases, compreendidas entre
1962 e 1991 (Tabela 2). Dentre os sorovares classificados como “muito freqiientes” e
“freqiientes”, 87% dos isolados estavam representados pelos sorotipos cosmopolitas
(HOFER et al., 1997).

Mota et al. (1983) descreveu o primeiro surto de S. Enteritidis ocorrido no Brasil,
porém foi a partir de 1993 que a S. Enteritidis emergiu como um grande problema de satide
publica. Até¢ 1990 a S. Enteritidis era raramente encontrada em infec¢des humanas, mas
passou a corresponder a mais de 60% dos sorovares isolados no Instituto Adolfo Lutz em

1995 (SILVA; DUARTE, 2002).
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Tabela 2 Classificacdo da freqiiéncia de detec¢do dos sorovares de Salmonella de acordo
com os trés periodos compreendidos entre os anos de 1962 ¢ 1991.

Periodos Muito Freqlientes Freqlientes Comuns mas nao freqiientes
1962-1971 Pullorum Oraniemburg Muenster
(n=224) Gallinarum Typhimurium Montevideo
Derby Anatum S.141
Saint Paul
1972-1981 Pullorum Derby Agona
(n=438) Gallinarum Oraniemburg Anatum
Typhimurium Newlands
Enteritidis Kentuck
Tennesee
Give
Borbeck
Godesberg
1982-1991 Typhimurium Saint Paul Mbandaka
(n=1453) Gallinarum Senftenberg Chester
Heidelberg Newlands Montevideo
Enteritidis Newport Derby
Infantis S.11,4,12 Muenster
Pullorum Anatum Stanley
Hadar Tennesee Bredney
Agona Havana
Schleissheim Oraniemburg
Cerro Orion

S. III 18124, Z32

Give

Fonte: Hofer et al., 1997.

No Estado do Rio Grande do Sul entre 1994 e 1995, houve um incremento nos

casos de toxinfecgdes alimentares noticiados pela imprensa de Porto Alegre com suspeita

clinica de salmonelose, sempre associado a ingestdo de produtos de origem avicola ou de

alimentos preparados com ovos, como a maionese caseira (SANTOS, 2001). Estudos de

surtos alimentares durante 1997 e 1999, revelaram que 35,7% das ocorréncias investigadas

foram causados por Salmonella spp, e, adultos de 16 a 50 anos de idade foram os mais

afetados em mais de 50% dos casos (COSTALUNGA; TONDO, 2002).
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2.2.2 Infeccdo em Humanos

Devido a alta prevaléncia de Salmonella em aves, os produtos avicolas aparecem
como fontes comuns de transmissdo da bactéria a humanos. A salmonelose em humanos
freqlientemente ocorre devido ao consumo de carne de aves e ovos mal cozidos (POPPE,
1996), embora o niimero e a variedade de alimentos envolvidos no aparecimento de surtos
de infeccdes por Salmonella seja grande (FRASIER; 1993).

A salmonelose em pessoas ¢ influenciada por uma série de fatores que incluem o
sorovar de Salmonella envolvido, idade e dose infectante, tipo de alimento contaminado e
predisposi¢ao para doencas, dentre outros (POPPE, 1996). Entre os fatores que contribuem
para a resisténcia contra as salmoneloses, estdo: acidez gastrica, flora microbiana intestinal
normal e imunidade intestinal local (JAWETZ et al., 1984), além da motilidade do trato

gastro intestinal.

2.2.2.1 Dose Infectante

A determinagdo exata da dose infectante de Salmonella em humanos nao esta em
consenso entre os pesquisadores até o momento. Valores entre 10'-10° células bactérias sio
reportados como causadores de infeccdes.

Poppe (1996) cita que ha evidéncias de que 10'-10° bactérias possam causar doengas
em criancas, idosos, pessoas imunocomprometidas, especialmente se a bactéria estiver
contaminando alimentos com alto teor gordura. Neste contexto, Horrox (1997) cita que na
maioria dos surtos relatados a dose estd ao redor de 10° microrganismos. Para Riedel
(1992), o nimero esta acima de 10° células e Jewetz et al. (1991) citam para humanos um
minimo de 10° a 10* salmonelas, dependendo do sorotipo, das condi¢des da imunidade
local e de outros fatores como acidez gastrica e a flora microbiana intestinal. Fehlhaber;
Janetschke (1995) referem-se a dose de 10> a 10° células por grama de alimento ingerido
como sendo suficiente para produzir infec¢do. Em testes com alimentos envolvidos em
surtos, Blaser; Newman (1982), obtiveram quantidades inferiores a 10° salmonelas

causando sinais clinicos evidentes da infec¢ao (apud FLORES, 2001).



15

2.2.2.2 Patogenia em Humanos

A patogenia em humanos descrita por Jawetz et al. (1984) citam que no homem as
salmonelas produzem, freqlientemente, formas mistas de doenga, porém trés sdo os tipos
principais de enfermidades: as “febres entéricas”, bacteremia e enterocolites.

As “febres entéricas” sdo provocadas principalmente pelas S. Thyphimurium e
Salmonella Schotmiilleri. As salmonelas ingeridas atingem o intestino delgado e penetram
nos linfaticos, que as transportam para a corrente sangiiinea. Transportadas pelo sangue
para diversos Orgdos, assim as salmonelas se multiplicam no tecido linféide e sdo
eliminados nas fezes. Apds um periodo de incubagdo de 10 a 14 dias, surge febre, mal-estar
cefaléia, constipagdo, bradicardia, e mialgia. A febre atinge um plato elevado e ha presenga
de esplenomegalia e hepatomegalia.

O segundo tipo de enfermidade, bacteremia com lesdes focais, estd comumente
associada a presenca de Salmonella Cholerasuis, contudo, pode ser causada por qualquer
sorovar. Apés a ingestdo, ocorre invasao inicial da corrente sangiiinea, com possiveis lesoes
focais nos pulmoes, ossos e meninges dentre outros, mas as manifestacdes intestinais sao
freqlientemente ausentes.

O terceiro tipo de enfermidade, as enterocolites, sdo as manifestagdes mais comuns
de infeccdo por salmonelas. Oito a 48 horas apds a ingestdo de salmonelas surgem nauseas,
cefaléias, vomitos e diarréia profusa com poucos leucécitos e raramente com sangue. A
febre baixa ¢ comum e o episdodio em geral melhora dentro de dois a trés dias. Sdo
encontradas lesdes inflamatdrias no intestino grosso e intestino delgado. A bacteremia ¢
bastante rara (2 a 4%), exceto em pessoas imunodeficientes. Bryan; Doyle (1994) citam que
a diarréia pode persistir por duas semanas e a bactéria pode ser eliminada por metade dos
pacientes atingidos durante duas a quatro semanas. Uma categoria secundaria de
complicagdes, inclui artrites pds-infeccdo, erupgdes cutaneas e desenvolvimento de
sindrome de Reiter’s (poliartrite periférica soronegativa, com duragdo mais longa do que
um més, manifestando-se geralmente apés quadro infeccioso disentérico ou urogenital)
(PLAUT, 2000; SOUSA et al., 2003).

A terapia antimicrobiana deve ser considerada no caso de pacientes com a doenca

em estado prolongado ou severo, e ainda, se este estiver sob o risco de transmitir a infec¢ao
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a outros, particularmente a pessoas imunocomprometidas. Os antimicrobianos em muitos
casos prolongam o tempo de eliminagdo do agente, o que no caso de Salmonella ¢é

particularmente indesejavel (PLAUT, 2000).

2.2.3 Microbiologia e Ocorréncia de Salmonella em Carcagas de Frangos

A contaminagdo dos produtos avicolas, carnes € ovos para o consumo humano
podem ocorrer devido as infecgdes intestinais e sistémicas das aves, através do abate,
processamento da carcaga, contato com superficies contaminadas e maos dos
manipuladores durante a preparacdo dos alimentos, ou ainda, por contaminagdo cruzada
(NASCIMENTO, 1996; SILVA, 1996). Estudos demonstram significativa propor¢ao de
carcagas e cortes de frangos contaminados por Salmonella, freqiientemente com baixo
nimero de microrganismos. Contudo, em relacdo a carne de frango, estd demonstrado que
mesmo um pequeno numero de animais inicialmente infectados pode causar a
multiplicacdo destas ocorréncias através da contaminacdo de toda uma linha de abate,

representando uma ameaca a saude publica em casos onde as carcacas nao sao processadas

corretamente (NASCIMENTO,1995).

2.2.3.1 Microbiologia da Carcaga de Frangos

A carga microbiana das carcagas de frango e seus derivados ¢ representada por uma
microbiota oriunda, principalmente, das aves vivas e outra parte incorporada em qualquer
uma das etapas do abate ou processamento. A proporcao de aves infectadas por Salmonella
¢ variavel, pois depende da alimentacdo e condigdes de criagdo das aves (SILVA,1998).
Deste modo, os frangos aparecem como fontes potenciais de Salmonella devido a sua
contaminacdo inicial e subseqiiente inadequado cozimento, contaminag¢do cruzada e
resfriamento (BRYAN; DOYLE, 1995).

A microbiota inicial da carne ¢ diversificada e parte dos microrganismos que
alteram a carne fresca refrigerada, sdo bactérias psicrotroficas, dos géneros Psudomonas e
Moraxella (Acinetobacter). Também presentes espécies anaerobias facultativas, como

enterobactérias psicrotroficas Aeromonas sp., Shewanella putrefacins € microrganismos
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gram-positivos como Lactobacillus sp. € Brochothrix thermosphacta. Da carne de aves
podem ser isoladas bactérias mesofilas produtoras de toxinfecgdes alimentares como
Salmonella sp., Clostridium botulinum, Clostridium. perfringens, Campylobacter sp.;
Escherichia coli enterohemorragica e ainda Listeria monocytogenes.

O mecanismo de contaminagdo da carcaga de aves, durante o processamento,
envolve inicialmente a reten¢ao das bactérias numa camada liquida sobre a pele, para que
0s microrganismos possam aderir-se convenientemente. A microbiota da ave viva se
encontra essencialmente na superficie externa, espacgo interdigital e tegumentos cutaneos,
no trato digestivo e em menor grau no aparelho respiratorio. Algumas espécies de
Salmonella sao capazes de aderir-se firmemente a fibras de colageno da superficie externa
da pele do frango, apds a imersdo em agua. A adesdo nao depende de fimbrias, ocorrendo
pelo contato da célula microbiana com a pele do frango, na presenca de agua. Nas
operagdes de abate, constituem se pontos criticos de controle de Sal/monella a depenagao,

evisceragdo, pré-resfriamento e o resfriamento das carcacas (SILVA, 1998).

2.2.3.2 Ocorréncia de Salmonella em Carcagas de Frangos

A incidéncia de Salmonella em carcaga de frangos tem sido documentada e os
dados tém importancia internacional. Embora haja varios relatos de isolamento de
Salmonella de frangos vivos, a incidéncia em carcagas, cortes, carne ou produtos fabricados
a partir de carne de frango esta disponivel em menor niumero (Tabela 3).

Dufrenne et al. (2001), Holanda, concluem o estudo sobre Salmonella e
Campylobacter tendo como resultados de incidéncia de Salmonella em frangos resfriados e
congelados 13,5%.

Na Espanha Capita et al. (2003) citam incidéncias de Salmonella de 55% em
carcagas inteiras, 40% em cortes e 40% em produtos a base de frango, totalizando 49% de
prevaléncia entre as amostras analisadas.

No Brasil, poucos estudos a respeito de prevaléncia de Salmonella em carcagas de
frangos foram publicados até o momento. Na cidade de Descalvado (Sdo Paulo) foram
analisadas 120 carcacas congeladas, de dois abatedouros distintos. O resultado obtido foi

auséncia Salmonella nas amostras em estudo (CARDOSO et al., 2000). Ainda em Sao
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Paulo, porém no municipio de Jaboticabal, 150 carcacas congeladas foram analisadas e o
percentual de positividade para Salmonella estabelecido foi 32% (SANTOS et al., 2000).

No Rio Grande do Sul, foi realizado um estudo para fagotipagem de Salmonella
isoladas de carcagas de frango congeladas, material bioldgico humano, alimentos e
diferentes materiais de origem avicola, no qual dos 272 isolados de Salmonella, 111
tiveram como origem carcacas de frango congeladas (SANTOS et al., 2003).

Ainda no Rio Grande do Sul, NASCIMENTO et al. (1997) relatam a prevaléncia de
Salmonella em carcagas e partes de frangos e os principais sorovares identificados.
Positividade de 15,1% em carcagas e 26,1% no total das amostras de partes (coxinha da asa
25,6%, peito sem ossos 25,6%, coxa e sobre coxa 30,3% e dorso 31,0%). Os principais
sorovares identificados foram S. Enteritidis (51.0%), S. Hadar (26.0%) e S. Heidelberg
(11.0%).

Dickel (2004) avaliou o processo higi€nico-sanitario de abate de frangos em trés
diferentes matadouros no Rio Grande do Sul, citando que 26,7% dos lotes que chegaram ao
abate apresentaram-se positivos para Salmonella e as carcagas analisadas antes do chiller e
depois do chiller apresentaram respectivamente 31,7% e 20% de positividade pelo método
de microbiologia convencional. Os sorovares identificados na avaliacdo dos lotes de
frangos e carcacas, foram: S. Heidelberg (63,9%), S. Enteritidis (31,9%), S. Worthington
(2,1%) e S. Tennessee (2,1%). Em conclusdo o autor cita que tais sorovares apresentam

risco a saude publica.
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Tabela 3 Salmonella isolada a partir de frangos e amostras de produtos a base de frango a
partir de retalhos em dezessete paises no periodo de 1961-2001.

Referéncia Pais Tipo de amostra ~ Numero de % de
amostras amostras
positivas
Wilson et al., 1961 EUA C,Pe O 525 16.8
Woodburn,1964 EUA C,Pe O 264 27.3
Wilder and McCready, 1966 EUA C,Pe O 237 50.2
Harris et al., 1968 EUA Carcaca Int. 862 43
Nao publicado, 1970 EUA Nao descrito 30 46.7
Nao publicado, 1973 EUA Nao descrito 61 21.3
Ladiges and Foster, 1974 EUA Carcaga Int. 36 8.2
Van Schothorst et al., 1976 Holanda Carcaga Cong. 99 73.7
Duitschaever, 1977 Canada Partes 69 34.8
Swaminathan et al., 1978 EUA Carne 41 7.3
Mercuri, et al., 1978 EUA Carcaca Int. 240 51.2
Norberg, 1981 Suécia Carcaga Cong. 82 1.2
Barrell, 1987 Reino Unido Carne e 0ss0 82 36.6
Bok et al., 1986 Africa do Sul Carcaga int. 718 18.9
Barrel, 1987 Reino Unido Carne ¢ 08s0 78 28.2
Fukushima et al., 1987 Japao Tecido 120 49.2
Hood et al., 1988 Reino Unido Carcaga Int. 69 2.9
De Boer and Hahne, 1990 Holanda C,PeO 81 54.3
Bokanyi et al., 1990 EUA Carcaga e partes 142 43.0
Izat et al., 1991 EUA Carcaca Int. 72 333
Roberts, 1991 Reino Unido Resf./ Cong. 496 52.8
Vorster et al., 1991 Africa do Sul Carcaca Int. 26 19.2
Castillo-Ayala et al., 1993 México Carcaga Int. 70 68.6
Jerngklinchan et al., 1994 Tailandia PeC 188 76.6
Scantling et al., 1995 EUA Perus int. 72 50.0
Plummer et al., 1995 Reino Unido Tecido 325 22.8
Arroyo and Arroyo, 1995 Espanha Figado 40 45.0
Wilson et al., 1996 Irlanda Norte Pele 140 7.1
Rusul et al., 1996 Malasia Carcaga Int. 445 35.5
Boonmar et al., 1998 Tailandia Tecido 50 64.0
Relato promocional, 1998 EUA Nao descrito ~1000 16.0
Uyttendaele et al., 1999 Bélgica Pele 279 43.4
Franga Pele 434 32.9
Italia Pele 13 30.8
Reino Unido Pele 44 31.8
Alexandre et al., 2000 Chile CeO 1.524 9.4
Cang, 2000 Coréia Tecido 27 259
Dufrenne, 2001 Holanda Carcaga Int. 89 13.5
White et al., 2001 EUA Galinha caipira 51 35.0
EUA Peru caipira 50 24.0
Harrison et al., 2001 Reino Unido Carcaca Int. 95 53.0
Zhao et al., 2001 EUA Carcaca Int. 212 4.2
Murakami et al., 2001 Japdo Partes 90 37.8

C: carne; P: pele; O: orgdos internos; Cong.: congelado; Resf.: resfriado; Int.: inteiro.

Fonte: Simmons et al., 2003.
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2.2.4 Salmonella Isoladas de Carcagas de Frangos e Resisténcia a Antimicrobianos

O uso terapéutico de antimicrobianos constitui um importante papel na prevengao
de disseminacao de doengas entre os animais, tratamento de animais doentes, promog¢ao de
crescimento e prevencao na transmissao de agentes de zoonoses. Desde o descobrimento da
aplicabilidade dos antimicrobianos em animais de produgdo seu uso tornou-se comum
(CDC, 2004).

O aumento da incidéncia de bactérias resistentes a antimicrobianos associadas com
doenga em humanos, a mudangca do tipo e nivel de resisténcia destes patdogenos,
direcionaram a atenc¢ao nos ultimos anos aos animais de producao (LOGUE et al., 2003). A
Organiza¢ao Mundial da Saude cita que a incidéncia de cepas de Salmonella resistentes a
quinolonas, em animais ¢ humanos, aumentou nos anos subseqiientes ao licenciamento das
fluoroquinolonas, como a enrofloxacina, para o uso veterinario (WHO, 1998).

Na década de 90 o aumento significativo na incidéncia de S. Enteritidis em surtos
alimentares, infeccdes em humanos, fontes ndo humanas, carcagas de frango e outros
produtos avicolas foram descritos no Brasil (HOFER; REIS, 1997; PERESI et al., 1998;
SANTOS et al., 2000), época em que a resisténcia antimicrobiana emergiu como maior
topico de discussao em satde publica, tal fato, devido a dificuldade de tratamento de
pacientes hospitalizados com certos tipos de infec¢des e ao aumento dos custos de
internacao devido a necessidade do uso de drogas mais caras (MORENO, 2000).

A contaminagdo por Salmonella em frangos ¢ demonstrada no campo e matadouro,
assim a contaminacdo cruzada de microrganismos contendo genes de resisténcia a
antimicrobianos pode ocorrer entre os animais, devido a fatores estressantes no campo e
também durante o processo de abate. Conseqiientemente, um pequeno numero de carcagas
contaminadas pode servir como fonte de disseminacao de bactérias resistentes (LOGUE et
al., 2003).

Poucos estudos foram realizados até o momento, para a determinagdo de perfil de
resisténcia antimicrobiana de Salmonella isoladas de carcagas de frangos, porém nas
pesquisas realizadas envolvendo produtos avicolas, a presenca de bactérias multi-resistentes

a antimicrobianos € reportada por varios pesquisadores (BOKANY et al., 1990; HOFER;
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REIS, 1997; LOGUE et al., 2003; MOREIRA; MORAES, 2002; POPPE et al., 1996;
SANTOS et al; 2000; SILVA; DUARTE, 2002).

Em Minas Gerais, um estudo realizado com 20 carcacas de frangos obtidas nas
plantas de abate revelou a presenga de dez géneros de bactérias Gram-negativas, dentre
estas, a Salmonella apareceu com 54,3% de freqliéncia e as cepas foram resistentes a
aminoglicosideos (87,18%), tetraciclinas (56,41%), nitrofuranos (52,56%), sulfas (39,74%),
macrolideos (37,18%), cloranfenicol (37,18%), quinolonas (21,80%) e beta-lactamicos
(14,10%). A resisténcia as quinolonas (4cido nalidixico, perfloxacina e norfloxacina) foi
destacada, pois estas sdo usadas em producdo animal e em tratamento de humanos
(MOREIRA;MORAES, 2002).

Em Jaboticabal, Sao Paulo, cepas de Salmonella isoladas de carcacas de frangos
congeladas foram testadas frente a doze antimicrobianos, sendo que 100% dos isolados
foram resistentes a ampicilina, 75% a cefalotina, 52,1% a cefoxitina, além de resisténcia a
outros farmacos, em menores percentuais, incluindo gentamicina, metilmicina, aztreonam,
tetraciclina, amicacina, tobramicina e polimixina B (SANTOS et al., 2000).

Oliveira et al. (2005) determinou o perfil de resisténcia a antimicrobianos em
Salmonella Enteritidis isoladas de amostras humanas, alimento, amostras avicolas e
carcacas de frangos. Em 22 amostras de S. Enteritidis isoladas de carcacas 98%
apresentaram resisténcia a, no minimo, um antimicrobiano. As cepas apresentaram
resisténcia a sulfametoxazole (90,9%), nitrofurantoina (86,4%), e tetraciclina e
estreptomicina (9,1%).

Em estudo realizado na Etidpia, foram analisadas 378 carcacas de frangos para
isolamento de Salmonella ¢ determinacao de resisténcia a antimicrobianos. Em 80 amostras
positivas para Salmonella, 63,7% apresentaram resisténcia a um ou mais antimicrobianos.
Porém, no mesmo estudo, 100% das amostras foram sensiveis as quinolonas, nitrofuranos e
cefalosporinas (MOLLA et al., 2003).

A pesquisa de Wilson (2004), na Irlanda do Norte, verificou as resisténcias
antimicrobianas de salmonelas isoladas de frangos em partes, frangos inteiros importados e
amostras clinicas humana. As analises revelaram 27 isolados de Salmonella nos 150

frangos importados do Brasil, todos apresentando resisténcia a mais de um antimicrobiano.
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2.2.5 Comportamento de Sa/monella em Alimentos Frente ao Estresse Térmico

A presenca de microrganismos em alimentos, como Salmonella e Escherichia coli,
pode alterar o tempo de vida de prateleira e a sanidade dos mesmos. Conseqiientemente, as
empresas produtoras de alimentos desenvolveram tratamentos durante o processo de
producao para preservar os alimentos, através da destruicdo dos microrganismos presentes
ou através de danos sub-letais (injuria) para prevenir o crescimento (EVERIS, 2001).

Tratamentos térmicos utilizados nas industrias de alimentos ¢ na coc¢do dos
alimentos sdo, em geral, efetivos na destrui¢do de células vegetativas e patdogenos
alimentares. Tais processos térmicos foram baseados em dados de experimentos
desenvolvidos em laboratérios, contudo, ocasionalmente, pode haver salmonelas que
sobrevivam a esses processos. A sobrevivéncia de Salmonella a certos processos térmicos ¢
decorrente de fatores que incluem tipo e formulagdo dos alimentos, sélidos totais, acidez,
atividade de agua (DOYLE; MAZZOTTA, 2000) e sorovar de Salmonella (DOYLE;
MAZZOTTA 2000; EVERIS, 2001; TAYLOR-ROBINSON et al., 2003; SHERRY et al.,
2004).

Os microrganismos podem estar presentes em trés estados no alimento: mortos
(injuria letal e inabilidade de crescimento), injuria sub-letal (habilidade em reparar seu
crescimento sob condig¢des corretas) e vivos. As alteragdes podem acontecer no material
genético (DNA e RNA), produzidas por tratamento com altas temperaturas, congelamentos
e resfriamentos. Alteragdes de membrana, também podem ocorrer, por exemplo, quando as
células sdo submetidas a baixas temperaturas, entdo ocorrendo alteragdo de permeabilidade
da membrana e extravasamento do conteudo celular, ou, quando sdo submetidas ao
congelamento, onde as particulas de gelo podem também promover o rompimento da
membrana (EVERIS,2001; BOZIARIS; ADAMS, 2001).

Bactérias tém capacidade de produzir, em fungdo aos tratamentos térmicos,
mecanismos de respostas, como proteinas especializadas para resisténcia térmica (heat-
proteins) aumentando a resisténcia ao choque térmico; mudangas na estrutura da membrana
(alteracdo na saturacdo de 4cidos graxos para protecdo contra baixas temperaturas) e

reparagao de material genético (EVERIS, 2001), assim confirmando a capacidade de reparo
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de células injuriadas e podendo acontecer em curto espago de tempo (BOZIARIS;ADAMS,
2001).

Diferentes sorovares de Salmonella possuem diferentes niveis de tolerancia ao calor
e frio aplicados. Vérios autores apontam o sorovar Typhimurium como de menor
resisténcia aos tratamentos térmicos e o sorovar Senftenberg, o mais resistente ao calor.
Também € consenso entre os autores que a presenca de flora acompanhante a Sal/monella
promove um incremento de resisténcia das salmonelas aos tratamentos (DOYLE;
MAZZOTTA 2000; TAYLOR-ROBINSON et al.,, 2003; SHERRY et al., 2004). A
presenca de outras bactérias induz a reducao no nivel metabolico das células de Salmonella
e estas se tornam menos susceptiveis aos efeitos deletérios (ROBINSON et al., 2003).

A resisténcia de Salmonella aos tratamentos térmicos ¢ maior quando as mesmas
estdo em fase estacionaria (lag) do crescimento, na presenca de gordura e presenga de
células velhas de Salmonella (DOYLE; MAZZOTTA 2000; BOZIARIS; ADAMS, 2001;
TAYLOR-ROBINSON et al., 2003).

Esfor¢os para o controle de salmonelas em frangos incluem processos térmicos
focados nos pontos de coc¢do adequada, em cozinhas domésticas e industrias de alimentos,
além da adogao de medidas higi€nicas e medidas de descontaminagdo em frangos durante o
processo de abate. Usualmente 74°C elimina as células de salmonelas no alimento, porém
produtos congelados em grandes por¢des requerem um descongelamento prévio adequado,

para a eliminagdo do patégeno 74°C (DOYLE; MAZZOTTA 2000, USDA, 2004).

2.2.6 Contaminagdo Cruzada por Sa/monella nos Alimentos

Infecgdes por Salmonella em humanos podem resultar da ingestdo de produtos de
origem animal. Frangos sdo veiculos comuns deste microrganismo devido a sua
contaminagdo inicial e a manipulagdo das carcagas de maneira incorreta (cocgdo
insuficiente e refrigeracdo inapropriada, por exemplo) que permitem a sobrevivéncia e
propagacao das células infecciosas (BRYAN;DOYLE,1995).

Gorman et al. (2002) elaboraram um projeto com objetivo avaliar a contaminagdo
microbiana durante o preparo de frangos na casa de consumidores. O potencial para

contaminacdo cruzada das bactérias (Salmonella, Escherichia coli, Campylobacter e
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Staphylococcus aureus) foi avaliado com a eleicdo de seis diferentes pontos na cozinha
(pano de louga, maos dos manipuladores, refrigerador, forno, esponja ¢ avental) para a
avaliagdo da presenca das bactérias. Foram preparados 25 frangos € em cinco amostras ndo
foi detectada a presenga das bactérias analisadas. Nas 20 amostras restantes foram isoladas
Salmonella em duas delas, recuperadas a partir do pano de prato em uma das amostras e em
outra, a partir do avental do cozinheiro. O estudo mostrou que um pequeno numero de
Salmonella infectando frangos apresentou 100% de contaminacdo cruzada em outros sitios
na cozinha do consumidor, sendo que cada ponto com presenca da bactéria, tornou-se alvo
potencial para a contaminagao cruzada nos outros pontos analisados.

Jorgensen et al. (2002) citam em estudo de prevaléncia e nimero de Salmonella e
Campylobacter, que o risco de contaminacao cruzada desencadeado a partir de carcacas de
frangos, pode ser proporcional ao nlimero de células presente nas mesmas.

O perigo da contaminagdo cruzada ainda existe apos a coc¢do dos alimentos. A
separagao de utensilios usados na preparagdo de alimentos antes e depois do cozimento ¢
essencial para a prevencdo da contaminag¢do cruzada. A contaminagdo pode ocorrer em
cozinhas onde sdo preparados frangos crus e depois, a mesma faca usada no preparo ¢
também usada (sem ter sido lavada) em outros alimentos ja cozidos (DOYLE; CLIVER,
1990). As maos dos preparadores de alimentos, utensilios sujos ou superficies de trabalho
que tiveram contato com frangos crus sdo fontes de contaminagdo em alimentos cozidos no
pos-preparo (BRYAN; DOYLE, 1995).

Costalunga; Tondo (2002) estabeleceram fatores que contribuiram para os surtos de
salmonelose no Rio Grande do Sul entre 1997 e 1999. A contaminagdo cruzada no preparo
dos alimentos destacou-se em sexto lugar, com 5,53% de responsabilidades nos

desencadeamento dos episodios.
2.2.6.1 Preparacao, Estoque e Consumo
Os passos demonstrados na Figura 1, indicam as etapas de preparacdo de frangos

nas cozinhas que influenciam na contaminagdo, sobrevivéncia ou crescimento de patégenos

transmitidos pelos mesmos (BRYAN; DOYLE, 1995).
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2.2.6.2 Descongelamento

Frangos inteiros e partes de frangos deveriam ser descongelados “overnight”, ou
seja, de um dia para outro no refrigerador, afim de que a temperatura da superficie do
frango mantenha-se baixa e previna o crescimento de bactérias. Contudo, os frangos sdo
descongelados fora do refrigerador ou em fornos de microondas. Quando o
descongelamento ocorre a temperatura ambiente, por longo tempo, a temperatura da
superficie da carne aproxima-se a ambiente, facilitando o crescimento de bactérias. O
descongelamento em fornos de microondas promove descongelamento desigual, e possiveis
areas congeladas nao sofrerdo coc¢ao adequada. Durante o descongelamento ¢ gerado um

fluido, e este, contaminado, pode ser um perigo adicional a preparagdo de alimentos crus

(KELLY, et al., 2000).

2.2.6.3 Manipulacao de Produtos Crus

As maos dos preparadores, assim como os utensilios (serras, facas, afiadores,
recipientes de estoque e cortadores) podem tornar-se contaminados quando frangos crus sao
manipulados. As salmonelas disseminam-se para outros alimentos e materiais de cozinha,
maos e superficies, a menos que estas sejam cuidadosamente lavadas entre as operagoes.
Roupas, esponjas e panos de cozinha também podem tornar-se contaminados e

multiplicarem o nimero de microrganismos com o tempo (BRYAN; DOYLE, 1995).

2.2.6.4 Coccao

Durante a coc¢do por métodos tipicos (assado, frito ou grelhado), a superficie dos
frangos usualmente alcanca temperaturas de, por exemplo 74°C, nas quais as salmonelas
sdo eliminadas. Contudo, formas vegetativas da bactéria, em porgdes dos frangos ainda
congelados, por¢des espessas e cavidade visceral podem sobreviver se a temperatura de

cocgdo for muito baixa e/ou o tempo for muito curto (BRYAN; DOYLE, 1995).
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O FSIS (Servico de Inspecao e Seguranca Alimentar, EUA) recomenda que a
temperatura interna de coc¢ao dos frangos seja 74°C e recomenda o uso de termdmetro para

aferir esta temperatura (USDA, 2004).

Frango Congelado Frango Resfriado
Descongelamento Descongelamento
em refrigerador temperatura ambiente

T\

Preparagdo Carne Crua

l

Cozimento —»  Resfriamento

\ temperatura ambiente

Resfriamento

em refrigerador
v

Preparo Pos-Cozimento

™~

v Reaquecimento

Consumo

Figura 1  Passos do processo de preparacdo, desde o ponto de descongelamento até o
consumo Fonte: Kelly et al., 2000.

2.2.6.5 Congelamento e Reaquecimento

Praticas comuns em restaurantes ¢ domicilios, como manter os alimentos cozidos a

temperatura ambiente e refrigeracdo de grandes volumes de alimentos nos refrigeradores,

constitui um risco para a multiplicacdo e sobrevivéncia das salmonelas.
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As sobras de comidas reaproveitadas, principalmente em restaurantes, podem sofrer
contaminagdo cruzada e, ndo raramente, sdo re-aquecidas a temperaturas muito baixas, nao

suficientes para matar as salmonelas presentes (BRYAN; DOYLE, 1995).

2.3 Salmonella na Criaciao e em Carcacas de Frangos

O controle de Salmonella nao ¢ simples, pois inumeras sdo as fontes de
contaminacdo em um sistema de producdo de frangos, incluindo granja de matrizes,
incubatodrio, alimento, roedores, insetos, aves silvestres, transporte, meio ambiente da
criagdo dos frangos, processo de abate ¢ meio ambiente da planta de abate. Todas as fontes
de Salmonella sao potencialmente importantes contudo, o incubatorio parece ter menos
importancia do que os fatores envolvidos no ambiente de crescimento para o produto final
(BAILEY et al. 2001).

Corry et al., (2002) e Bailey et al. (2001) relatam que os sorovares de Salmonella
diagnosticados no incubatério e em pintos de um dia foram encontrados em carcagas,
porém em baixa freqiiéncia. Por outro lado, Byrd et al.(1999) encontraram em seus estudos
correlacdo positiva entre os sorovares encontrados no incubatdrio e carcagas. No mesmo
contexto, Limawongpranee et al. (1999) citam que os sorovares encontrados em incubatdrio
também sdo encontrados em amostras de campo e podem ser recuperados em carcagas apos
o processo de abate.

O estresse causado durante o transporte ao abatedouro aumenta a contaminagao de
Salmonella das aves antes do abate. Pesquisas de Sa/monella nas caixas de transporte de
frangos demonstram que os sorovares identificados a campo e sorovares isolados das caixas
de transporte sdao freqiientemente encontrados nas andlises de carcagas apds o
processamento no matadouro (SHACKELFORD, 1988; BAILEY, 1988; BAILEY et al.,
2001; CORRY et al., 2002, ROY et al., 2002).

Em estudo realizado por Corry et al. (2002) foram analisadas caixas de transporte de
aves quanto a presenca de Salmonella em dois momentos, ao descarregamento dos frangos
na plataforma de abate e ap6s a lavagem e desinfeccdo das mesmas. As amostras de
Salmonella isolados antes da limpeza das caixas refletiram, geralmente, as amostras

presentes no campo. Sorovares isolados apds a limpeza das caixas foram diferentes dos
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encontrados a campo, € nao reapareceram nas carcagas apos o abate. Tais resultados
sugeriram que 0s sorovares estavam nas caixas antes do transporte das aves ao abate, isso

devido a ineficiente limpeza das mesmas.

2.4 Diagnéstico de Salmonella em Aves e Produtos Derivados

O Ministério da Agricultura instituiu através da Portaria nimero 212, de 06 de
novembro de 1995 e Instru¢do Normativa, numero 22, de 12 de agosto de 1999 as
metodologias de bacteriologia e sorologia para diagnostico de Salmonella (BRASIL,

1995).

2.4.1 Teste Microbiologico Convencional

A metodologia bacteriologica utilizada para o diagnostico consta de isolamento,
identifica¢do bioquimica e caracterizagdo antigénica. Para a identificagdo final da presenca
de salmonelas sdo necessarias as fases de pré-enriquecimento, enriquecimento seletivo,
isolamento em meio soélido, selecdo de colonias suspeitas, identificacdo bioquimica e
sorologica.

Para o enriquecimento usa-se dgua peptonada (AP)1% ou caldo BHI (infusdo de
cérebro coragdo) que sdo Incubados 37°C por 24 horas. Para o enriquecimento seletivo os
caldos Rappaport-Vassiliadis (RV), selenito-cistina (SC) e tetrationato (TT), neste, o
acréscimo de solucdo iodo-iodetada, e solucdo verde de malaquita sdo recomendados. As
temperaturas e tempo de incubagdo variam conforme a amostra analisada, porém a
temperatura de 42°C ¢ a mais utilizada.

No isolamento em meio solido, alguns agares dentre os varios disponibilizados
pelos laboratorios que os desenvolvem, sdo indicados pelo Ministério da Agriculura, como
os meios Agar Mc Conkey, Agar Verde Brilhante com novobiocina (BGN), Agar Hektoen,
Agar Rambach e o Agar XLT4 (Agar Xilose Lisina Tergitol 4). Além de seletivos os meios
sdo diferenciais, pois as colonias de bactérias crescem com diferentes caracteristicas. Os

agares sao incubados a 37°C por 24 horas.
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O BGN caracteriza-se por ser um meio altamente seletivo, recomendado para o
isolamento de Salmonella, exceto o sorovar Typhi, e outras bactérias. O crescimento de
outras bactérias, que nao sejam Salmonella ¢ quase completamente inibido pela presenga da
tintura verde brilhante (DIFCO, 1984), ja para o meio XLT4, Miller e Tate (1990) o
descrevem como especifico para o isolamento de Salmonella em cultura pura ou em meio a
uma grande variedade de bactérias (YNTERIAN, 2003).

A estas etapas, segue os testes bioquimicos presuntivos, apresentando caracteristicas
de mudanca de pH e alteracio de coloragdo dos meios de cultura, quando houver
crescimento bacteriano. Na presenca de Salmonella o meio TSI (Triple Sugar Iron)
apresenta bisel alcalino com produgdo de gas positiva ou negativa, o meio LIA (Lysine Iron
Agar) mostra-se alcalino na base e com ou sem presenca de gas H,S. O meio SIM (Sulphur
Indol Motility) determina se os microrganismos sa3o moveis ou nao, e ¢ base para prova do
indol. O caldo uréia apresenta reacdo de urease-negativa para a presenca de Sal/monella. A
leitura dos testes ¢ realizada apds a encubagao a 37°C por 24 horas.

Colonias que apresentarem a leitura dos testes bioquimicos preliminares
compativeis com Salmonella passam pela caracterizagdo bioquimica definitiva com testes
para utilizagdo do citrato, transformagdo da fenilalanina, utilizacgdo do malonato,
descarboxilacdo da lisina e ornitina, fermentagao de carboidratos, desidrolagdo da arginina,
prova do vermelho de metila e prova de Voges-Proskauer. Se confirmado o perfil esperado
para Salmonella, prossegue-se a caracterizacdo antigénica com soro anti-somatico O
polivalente de Salmonella sp. A identificacao final de sorovar € realizada pelos laboratorios

credenciados ou de referéncia (BRASIL, 2005).

2.4.1.1 Teste de Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

A metodologia tradicional (microbiologia convencional) para deteccdo de
Salmonella requer no minimo quatro dias para obtencdo de resultado negativo. As
industrias de alimentos necessitavam de resultados em menor tempo para reduzir a
estocagem de produtos e custos associados, assim métodos rapidos para deteccdo de
Salmonella foram propostos, dentre eles o ensaio imunoenzimatico - ELISA (FLOWERS et

al., 1988).
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O primeiro ELISA para deteccio de Salmonella foi relatado por Krysinski e
Heimsch (1977), a partir deste muitos outros ensaios tém sido desenvolvidos usando
anticorpos policlonais e monoclonais, que detectam grande parte dos sorovares de
Salmonella, sendo que alguns destes ensaios sdo disponibilizados comercialmente em
formas de kits prontos para o uso. Diferentes kits possuem diferentes especificidades e
sensibilidades na deteccdo de Salmonella, isso devido a ocorréncia de resultados falsos
negativos (resultados que se apresentam positivos pela microbiologia convencional) e
resultados falsos positivos (que se apresentam negativos pela microbiologia convencional)
influenciados por fatores referentes aos componentes do kit, as amostras e microrganismos
pesquisados (BEUMER, 1991; MANSFIELD; FORSYTHE, 2001).

Um sistema ELISA foi desenvolvido para detec¢do de Salmonella com leitura de
resultados sem aparelhos de densidade optica, o qual apresenta-se conveniente para o
manuseio e interpretagio visual em laboratorios.0 ensaio Tecra® Salmonella VIA
(SALVIA), um dos ensaios visuais, tem configuracdo sandwich utiliza anticorpos
policlonais e os resultados presuntivos podem ser obtidos em 42-52 horas.

O teste SALVIA foi avaliado em diferentes estudos de comparagdes com outros
métodos de detecgdo. Flowers et al. (1988) analisaram a eficiéncia de dois kits comercias
de leitura visual para detec¢do de Salmonella em varios tipos de amostras de alimentos.
Para a detec¢do em carne crua, foram inoculados dois niveis de contagem de células de
Salmonella, um nivel descrito como baixo 0-5 células/25g de carne e um alto nivel de
contaminagao 10-50 células/25g ou 0,11 NMP/g e 1,5 NMP/g, respectivamente. A
utilizagdo dos kits foi procedida de acordo com as instru¢cdes do fabricante. As taxas de
deteccao através da utilizagdo dos dois kits foram de 44% para o baixo nivel de inoculacao
e 93% para o alto nivel de inoculagdo (FLOWERS et al., 1988).

Outro estudo para avaliagdo do kit SALVIA, conduzido por Paula et al. (2002)
relatam 75,46% de concordancia nos resultados dos kits comparados ao teste
microbiologico convencional e observaram também, que para alimentos com grande flora
acompanhante (carne, peixe e frango) um pos-enriquecimento das amostras ¢ recomendado
para aumento da eficiéncia do sistema.

Trabalhos foram realizados com a utilizagdo pratica do kit citado. Lambrini et al.

(1990 apud DICKEL, 2004) encontrou 95% de concordancia de resultados com o teste de
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microbiologico convencional. Dickel (2004) na utilizacdo do kit SALVIA em carcacas de
frangos detectou 31,7% de positividade para Salmonella no teste de microbiologia
convencional e 16,7% no teste de ELISA para carcacas coletadas antes do chiller ¢ 20% e

10% de positividade para os respectivos testes, nas carcagas coletadas apds o chiller.

2.4.2 Diagnostico Bacteriologico por Suabe de Arrasto de Cama Aviaria

Para o diagndstico bacteriologico as amostras a serem testadas provenientes do
ambiente das granjas podem ser coletadas através da técnica de suabe de arrasto (BRASIL,
1995).

O suabe de arrasto foi proposto em substituicdo ao cultivo de cama para o
monitoramento de lotes comerciais. A avaliagao do suabe de arrasto foi estabelecida por ser
de simples manuseio, evitar contaminagdo cruzada durante o processamento e ter custo
reduzido na coleta e processamento (KINGSTON, 1981), porém alguns parametros fisico-
quimicos da cama avidria parecem interferir nos resultados. Os parametros que podem
apresentar influéncia sdo atividade de agua da cama, umidade, pH e concentragdo de
amonia (CARR et al., 1995; HAYES et al., 2000).

Em uma avaliagdo de suabes de arrasto para detec¢do de Salmonella em galpdes
desocupados e ocupados, foi constatado que, existiu maior persisténcia de salmonelas em
galpdes com a presenga do plantel, sugerindo que a presenca das aves faz com que tais
microrganismos mantenham-se viaveis. No mesmo estudo, os autores relatam que,
possivelmente, quanto maior o nimero de suabes arrastados em cada galpdo, maior a
probabilidade de isolamento de Sal/monella e identificagcdo de diferentes sorovares
(CALDWEL et al., 1994).

Durante agosto de 1995 a novembro de 1996, Riemann et al. (1998) conduziram
uma avaliagdo de sorovares de Salmonella isolados por suabes de arrasto. Nos meses
estudados, observaram que diferentes sorovares de Salmonella sdo encontrados no mesmo
ambiente, em diferentes periodos de avaliagdes, indicando a sucessiva introducdo de
agentes por vetores ambientais. No mesmo contexto, experimento realizado por Caldwell et
al. (1995) detectaram a partir de suabes de arrasto, varios sorovares de Salmonella durante

onze meses de coleta de amostras, sugerindo existéncia multiplas fontes potencias de
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contaminacao durante a fase de crescimento dos frangos. Ainda no mesmo estudo, relatam
que os sorovares encontrados nao apresentaram tendéncia de repeti¢do num mesmo galpao,
porém os isolamentos de sorovares comuns apareceram repetidos numa pequena
porcentagem das areas geograficas estudadas.

A avaliagdo de métodos de isolamentos de Salmonella realizada por Kingston
(1980), analisou resultados obtidos entre amostras coletadas com suabes de arrasto e com
suabes de cloaca. A comparagdo mostrou maior eficiéncia na deteccdo de salmonelas
através do método de suabe de arrasto, recuperando maior numero de amostras positivas e

apresentando menor custo de aplicagao.

2.4.3 Utilizagao da Técnica de Numero Mais Provavel (NMP)

Historicamente, a enumeracdo de microrganismos tem sido feita por
microbiologistas de alimentos através de dois processos principais: procedimentos
quantitativos, como contagem direta em placas com o auxilio de microscopio eletronico ou,
semi-quantitativos com metodologias standard, como a contagem direta em placas (APC) ,
onde a enumeragao das unidades formadoras de colonias (ufc) ¢é realizada a partir do agar
de cultura; ou metodologia para contagem por multiplos tubos, estimando o NMP.

Contagem direta de microrganismos tem sido considerada mais acurada, porém o
tempo gasto para realizacdo ¢ longo e ¢ virtualmente impossivel a detec¢do da viabilidade
dos microrganismos. Procedimentos semi-quantitativos geralmente usam enumeragdo de
microrganismos viaveis, porém a margem de erro associada a estimativa numérica ¢ ampla.
Esta margem de erro estd relacionada a fatores humanos no processamento das amostras
(pesagem, dilui¢des, homogeneizagao, plaqueamento e contagem) e a flora determinante da
andlise (microrganismos injuriados ou latentes, substratos para crescimento, caracteristicas
das colonias e quantidade de microrganismos sobre o agar) (WHITTEMORE, 1993).

A técnica de NMP ¢ um método indireto de estimar a populagao bacteriana, baseada
em probabilidades estatisticas. A técnica pode ser combinada com varios processos de
identificacdo de Salmonella, assim amostras de 25 gramas de alimento, suabes ou agua de

enxagiie podem ser processos associados (IZAT et al., 1991a).
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O enxdagiie de carcagas inteiras de frangos ¢ usado para determinar o NMP, sendo
que diferentes meios de cultura e volumes de meio de cultura para o enxagiie sao
escolhidos nas pesquisas. Cox et al. (1983) avaliaram diferentes volumes (100 mL e 300
mL) de meios de cultura no enxagiie de carcacas e a recuperagdo de Salmonella inoculada.
O volume de meio remanescente apds o enxagiie das carcacas com 100 mL foi 70% do
volume inicial e com 300 mL foi 85% do volume inicial. Durante os procedimentos,
observaram que o volume de 100 mL foi adequado para o enxagiie de carcagas com até
1.200 gramas e o mesmo volume apresentou-se adequado para recuperagdo de Salmonella.
Os autores concluiram que o menor volume usado no enxagiie das carcacas apresentou
vantagens como a economia de meio de cultura e maior concentragdo de células na solucao
apods o enxagiie.

Uyttendaele et al. (1998) analisaram a presenca de Salmonella em carcagas de aves
congeladas e outros produtos derivados, por determinacdo semi-quantitativa. Foram
analisadas amostras de 100 cm”, 25 cm” e 1 cm® de pele de frango e amostras de 25gramas
de pele e carne . Em 27,3% das carcagas de frango analisadas a contaminacdo foi de 1
ufc/100 cm?® ou 25 cm?® e 25gramas, classificadas como baixa contaminagdo e no wltimo
dos quatro anos em que a pesquisa foi realizada, 30,2% das carcacas apresentaram mais de
1 ufc/em® ou grama. Ao final do estudo, somente 5% das amostras analisadas apresentaram
alta contaminagao, ou seja, mais de 1 ufc/cm? ou 25 gramas. Os autores também citam, nao
ser possivel a obtengdo de carcacas de aves com total auséncia de Sa/monella sem algum
processo de descontaminacao.

Dufrenne et al. (2001) desenvolveram uma metodologia para determinacdo de NMP
de Campylobacter e Salmonella em carcacas de frangos. A pesquisa consistiu na
determinacdo da presenga e numero dos microrganismos em carcacas de frangos
congeladas e refrigeradas. As carcacas foram divididas em duas metades iguais e o enxagiie
inicial de cada metade, foi realizado com 250 mL de agua peptonada, sendo que uma das
metades, com o volume 250 mL foi usada na pesquisa de Sa/monella e outra na pesquisa de
Campylobacter. Para a pesquisa de Salmonella, a solugdo de enxagiie foi dividida em 9
tubos de ensaio (3 x 50mL, 3 x SmL e 3 x 0,5mL), sendo que aos ultimos trés tubos foram
adicionados SmL de 4gua peptonada autoclavada, e incubados por 18 +£2 horas a 37°C.

ApOs esta etapa, 0,ImL de cada tubo da solucdo de enxagiie foi transferido para outros 9
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tubos contendo Rappaport-Vassiliades (RV), sendo incubados durante 24+2 e 48+2 horas
a 42°C. Apos incubados, as culturas de RV foram estriadas em agar verde brilhante e
encubadas 24 horas a 37°C. A leitura de placas positivas em cada série de trés tubos
compds o0 numero para averiguacdo na tabela de NMP de DeMan (1983). Usando esta
metodologia, foram detectadas 89% das amostras contaminadas por Sa/monella contendo
0-10 células/carcaca, 9% apresentando 11-100 células/carcaca e 2% apresentando >1.100
células/carcaca como niimeros mais provaveis.

A determinacdo do NMP no presente trabalho teve como base a metodologia
descrita por Dufrenne et al.(2001), adaptada no volume de meio de cultura para enxagiie

das carcagas, baseado no trabalho de Cox et al. (1983).

2.5 Suscetibilidade Antimicrobiana

A monitora veterinaria de suscetibilidade de bactérias a antimicrobianos ¢
obrigatoria em varios paises e as recomendacdes de monitoria sdo reportadas nas reunioes
da Organiza¢do Mundial de Saude (OMS) e Oficina Internacional de Epizootias (OIE).

A analise de suscetibilidade de bactérias a antimicrobianos, desenvolvida nas
pesquisas obtém dados por metodologias de microdilui¢do ou difusdo, que s@o
metodologias quantitativas e podem ser expressas em MIC (concentracdo inibitdria
minima) e DZI (diametro de zona de inibicdo). Os resultados de suscetibilidade sao
usualmente descritos em trés categorias: resistente, sensivel ou intermedidrio (MORENO et
al., 2000).

Os padroes de susceptibilidade sdo determinados pelo NCCLS (National Comtittee
for Clinical Standards) e usados para a interpretagdo dos resultados de MIC e diametro da
zona de inibicdo. A metodologia de difusdo descrita por Bauer et al. (1966) é reconhecida
em trabalhos nos diferentes paises e os antimicrobianos eleitos para os testes em

veterindria abrangem drogas de uso veterinario e humano (MOREIRA;MORAES, 2002).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostragem Utilizada e Local de Realizacdo das Analises

Os tamanhos das amostras de carcacas e suabes de arrasto foram definidos em
funcdo da disponibilidade de material. As andlises foram realizadas no Centro de

Diagnostico e Pesquisa em Patologia Aviaria (CDPA) - Regional Serra, em Garibaldi RS.

3.1.1 Obtencao das Carcacas de Frangos

Carcacas de frango resfriadas foram obtidas, a partir de trés marcas comerciais
diferentes. As marcas foram definidas em funcdo da disponibilidade semanal de carcagas de
frangos resfriadas nos varejos da regido Nordeste do Rio Grande do Sul. A partir da marca
“A” foram adquiridas 55 carcagas, marca “B” 50 carcacas e marca “C” 75 carcagas,
totalizando 180 amostras.

Foram adquiridas 10 carcagcas semanalmente, todas compradas em um mesmo dia
da semana e transportadas até o laboratoério em caixas isotérmicas. O inicio do
processamento ocorria em 20 minutos apos a coleta.

Os matadouros das marcas de carcagas “B” e “C” estavam sob Servico de Inspegao
Federal (SIF) e o abate diario em tais matadouros eram de 70.000 aves. O matadouro da
marca “A” estava sob Servico de Inspecao Estadual (CISPOA) e com abate diario de 5000

aves.

3.1.2 Obtencao dos Suabes de Arrasto

Os suabes de arrasto foram coletados por veterinarios das empresas que oS
forneceram e os lotes de frangos nos galpdes de coleta estavam entre 30 e 35 dias de idade.
Na empresa C (empresa das carcacas da marca C) foram coletados 71 suabes de arrasto, em
duas regides geograficas distintas, denominadas “regido 2”, com 37 amostras e “regidao 3”
com 34 amostras coletadas. Outra empresa “D” forneceu 30 amostras de suabes de arrasto

de uma regido denominada “regiao 1”.
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A divisdo das regides foi definida devido as diferengas de empresas avicolas que
compunha o quadro ambiental, isto ¢, diferentes empresas com diferentes manejos de
frangos a campo (pintinhos, alimentagdo, vacinagdes, visitas técnicas, meios de transportes

e vetores ambientas) em um espaco fisico limitado.
3.2 Metodologias Utilizadas
3.2.1 Metodologia Utilizada no Suabe de Arrasto

Os suabes foram confeccionados com 10 cm” de gaze cirargica e 110 cm de fio de
algodao. Apos confec¢dao foram colocados, individualmente, em potes de vidro com 150
mL de 4gua peptonada (AP) 1% e autoclavados por 15 minutos a 121°C, e entdo,
refrigerados a 4°C. Para o transporte dos suabes foram usadas caixas de isopor contendo
gelo.

No campo, os suabes foram arrastados por toda extensdo da cama avidria em forma
de “zigue-zague”, duas vezes consecutivas. Cada vidro de suabe correspondeu a amostra de
um galpao de aves, ou seja, um lote de aves.

No laboratério os suabes foram incubados por 18+2 horas a 36£1°C. O
enriquecimento seletivo ocorreu com transferéncia de ImL da AP para o caldo tetrationato
(TT) e 0,1mL da AP para o caldo Rappaport Vassiliadis (RV), sendo incubados por 24 a 30
horas nas temperaturas de 36+1°C e 41+0,5°C respectivamente. Apds, os caldos foram
semeados por esgotamento nos agares verde brilhante com novobiocina (BGN) e xilose
lisina tergitol 4 (XLT4) e incubados 24 horas a 36£1°C.

Placas com coldnias enegrecidas no meio XLT4 e roseas no meio BGN foram
consideradas positivas para presenga de Salmonella. Uma colonia compativel com
Salmonella de cada amostra foi selecionada e inoculadas nos meios de cultura para o teste
bioquimico preliminar (TSI, LIA, SIM e uréia), além do meio de cultura agar nutriente,
para manutencdo das colonias. Nas amostras, colonias com perfil compativel com
Salmonella no teste bioquimico preliminar foram submetidas a sorologia com anti-soro

polivalente O para Salmonella (Difco”™). As coldnias positivas na sorologia foram semeadas
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em agar estoque e enviadas a Fundacao Osvaldo Cruz (FIOCRUZ), no Rio de Janeiro, para

identifica¢do final.

3.2.2 Metodologia Utilizada para Determina¢do do NMP

Para o procedimento de enxagiie, as carcagas foram retiradas da embalagem plastica
primaria e foram transferidas para sacos plasticos (polietileno, capacidade 8 litros, marca
Embale Bem) aos quais o volume de 150 mL de AP foi adicionado. Cada carcaca com 150
ml de AP passaram por 2 minutos de lavagem e massageamento.

O volume de 150 mL de solugdo de enxagiie, apos os 2 minutos de manipulagao, foi
dividido em uma série de 9 tubos de ensaio com a utilizacao de pipetas graduadas (1 mL,
10 mL e 20mL). Em 3 tubos de ensaio foi transferido 30mL da solug@o de enxagiie inicial,
em outros 3 tubos, 3mL da solu¢do e nos ultimos 3 tubo da série, 0,3 mL da solugdo inicial.
Aos ultimos 3 tubos da série estes foram adicionados mais 3mL de AP autoclavada.
Adicionalmente, um tubo com 3ml de solucdo inicial de enxagiie, foi preparado para a
realizagdo do teste de ensaio imunoenzimdtico (ELISA) descrito no item 3.2.3. Os tubos
com a solucdo de enxagiie da carcaca foram incubados a 37°C por 1842 horas.

Subseqiientemente, 0,1 mL das culturas de AP foi transferida para tubos com 10 mL
de RV e incubadas por 24+2 horas a 42°C. Todas as culturas dos 9 tubos de RV das séries
foram semeadas por esgotamento em placas de dgares BGN e XLT4. As placas foram
incubadas por 24 horas a 37°C.

As placas que apresentaram crescimento de colonias compativel com Salmonella
foram consideradas positivas. Tomou-se nota das placas positivas lendo-se 3 placas de
XLT4 e BGN por vez. Primeiro procedeu-se a leitura das placas correspondentes as
culturas iniciais de AP da série de 3 tubos com os maiores volumes (30mL), apds os a série
de 3 tubos correspondentes ao volume de 3ml e finalmente, a série correspondente ao
volume inicial de 0,3mL, assim a descri¢do dos resultados toma a forma de 3 nimeros
separados por hifen, por exemplo, 3 - 2 -1 que se refere o total de placas positivas.

A descri¢ao dos resultados de positividade transportada a tabela de DeMan assim
estimando-se o0 NMP por mL. Para o célculo do NMP por carcaga o utilizou-se a formula

matematica descrita por Dufrenne et al. (2001) (ANEXO A).
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As coldnias que apresentaram perfil compativel com Salmonella no crescimento em
placa foram submetidas a sorologia com anti-soro polivalente O para Salmonella (Difco”)
e estriadas em agar estoque (extrato de carne 3 g, peptona 10g, cloreto de sodio 3g fosfato
de sodio dibésico 2g, agar 15g e agua 1L). A identificacdo final foi realizada no laboratério

de bacteriologia da FIOCRUZ.

3.2.3 Metodologia Utilizada na Técnica de ELISA

A partir do tubo com 3mL de solugdo de AP do enxagiie , descrito no item 3.2.2, foi
realizado o ensaio imuneoenzimatico com um kit comercial de ELISA, Tecra® Salmonella
VIA (SALVIA), conforme manual de instru¢cdes do fabricante. O sistema SALVIA
compde-se de pocinhos removiveis (wells), impregnados com anticorpos, oito reagentes
(concentrado para lavagem dos pocinhos, controle positivo, controle negativo, diluente para
os controles, conjugado, diluente para o conjugado, substrato, diluente para o substrato e
solucdo stop) e cartdo de cores para a interpretacdo dos resultados.

A partir dos tubos com 3 mL de solucao foi transferido 0,1 mL, para 10 mL de caldo
RV e encubado 18+2 horas a 42°C. Um poés-enriquecimento da cultura de 0,1 mL da cultura
de RV foi efetuado em 10 mL de caldo M-Broth caldo manose, (Merk®), que foi encubado
por 6 horas a 37°C.

A partir do M-Broth foi retirado 1mL e inativadas as culturas (15 minutos de
aquecimento a 100°C em banho-maria). Da cultura inativada foi retirado 200uL e colocado
no pocinho do kit, entdo incubado por 30 minutos a 37°C. Apds, retirou-se o M-Broth e
procedeu-se a lavagem do pocinho por 3 vezes consecutivas com a solu¢do de lavagem,
entdo, foram adicionados 200uL. do conjugado, e incubado novamente por 30 minutos a
37°C. Outras quatro lavagens dos pocinhos foram realizadas ap6s a remog¢ao do conjugado.
Como ultimo passo, adicionou-se 200uL de substrato, deixando-o o sistema a temperatura
ambiente (20-25°C) por 15 minutos. A leitura do pocinho teste e dos controles foi efetuada
através da comparagao com o cartdao de cores.

O ELISA foi realizado em 150 amostras de carcagas e todas as 180 amostras foram

submetidas a pesquisa de NMP descrita no item 3.2.2.
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3.2.4 Metodologia Utilizada para Determinacao do Perfil Antimicrobiano

Quatro a cinco colonias de Salmonella foram retiradas de cada placa e transferidas
para tubos com caldo BHI (caldo cérebro-coragao) e incubados por 2 horas a 37°C.

Em 2,5 mL de PBS (tampao fosfato) foram transferidos 50 pL da suspensdo com
Salmonella e homogeneizado.

Todos os tubos com a suspensao tiveram 100 uL das mesmas semeadas em placas
com agar Muller-Hinton. A semeadura foi realizada com suabe estéril de algodao.

Ao fim do plaqueamento em Muller-Hinton, uma placa de XL T4 para cada amostra
foi adicionalmente semeada, com o mesmo suabe, para controle de crescimento das
coldnias.

Apods as placas semeadas foram deixadas em repouso por 15 minutos, e entdo
aplicados os discos impregnados com antimicrobianos. Cinco discos de diferentes drogas
foram aplicados por placa. As placas contendo os discos de antimicrobianos foram
incubadas a 37°C por 18 horas, e entdo realizada a tomada de mediadas dos halos de
inibi¢do de crescimento das bactérias nas placas.

Os discos de antimicrobianos e concentragdes utilizados foram eritromicina (ERI)
15ug, lincomicina (LIN) 2ug, penicilina (PEN) 10 UI, amoxicilina (AMO) 30pg,
clortetraciclina (CLO) 30pg, doxiciclina (DOX) 30pg, estreptomicina + penicilina
(EST+PEN) 10 + 10 UI, estreptomicina (EST) 300pg, josamicina (JOS) 150ug, polimixina B
(POL B) 300 UI, enrofloxacina (ENR) 5ug, sulfametoxazol + trimetoprim 25ug,
gentamicina  10ug, norfloxacina 10pg, ciprofloxacina Spg, sulfadiazina +
trimetoprima25ug, neomicina 30ug, fosfomicina 50pg, florfenicol 30ug, espiramicina
30ug, lincomicina + spectinomicina 9 + 100ug, ceftiofur 30ug, colistina 10pg, colistina +
gentamicina 10 + 10pg, lincomicina + gentamicina 2 + 10pg, doxiciclina + sulfadiazina +
trimetoprima 25ug e josamicina + trimetoprim 150 + 10pg. Os discos foram adquiridos
das distribuidoras DME Brasil e Interchange Brasil. Foram submetidas ao teste 13 amostras

de Salmonella isoladas das carcagas de frangos.
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3.3 Analise dos Dados

Os resultados foram analisados pelos métodos Chi-quadrado, Exato de Fisher e

Teste t de Student através do programa SPSS for Windows, versao 10.05, 1999.
4 RESULTADOS
4.1 Ocorréncia de Salmonella nos Suabes de Arrasto

As empresas C e D apresentaram 15,8% de amostras de suabes positivas para
Salmonella. Em 71 amostras da empresa C a positividade foi de 21,1% ¢ em 30 amostras da
empresa D o percentual de positividade foi de 3,3%. A avaliagdo estatistica mostrou

diferengas significantes (p = 0,025) no percentual de amostras com Salmonella entre as

empresas analisadas (Tabela 4).

Tabela 4 Resultados de ocorréncia de Salmonella em suabes de arrasto nas empresas C e D.

Empresa
C (%) D (%) Total (%)
Resultado
Positivo 15 (21,1)* 1(3,3)* 16 (15,8)
Negativo 56 (78,9) 29 (96,7) 85 (84,2)
Total 71 (100) 30 (100) 101 (100)

* Ha diferenca significante no percentual de amostras com Salmonella entre as empresas
analisadas (p = 0,025).

Analisando a distribui¢do de suabes em regides geograficas, a regido 1 apresentou
3,3% de positividade para Salmonella, a regido 2 apresentou 16,2% de positividade e na

regido 3 a positividade foi de 26,59% (Tabela 5).
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Tabela 5 Resultados de ocorréncia de Sa/monella nas regioes geograficas 1, 2 e 3.

Regido
1 (%) 2 (%) 3 (%) Total (%)
Resultado
Positivo 1(3,3)* 6 (16,2)* 9 (26,5)* 16 (15,8)
Negativo 29 (96,7) 31(83,8) 25 (73,5) 85 (84,2)
Total 30 (100) 37 (100) 34 (100) 101 (100)

* Ha diferencas significantes no percentual de Salmonella de acordo com as regides

(p=0,041).

4.2 Pesquisa de Salmonella nas Carcacas de Frangos

A ocorréncia de Salmonella nas amostras de carcagas de frango resfriadas foi de

12,2%. Diferentes percentuais de positividade foram encontrados nas trés diferentes marcas

A, B e C (Tabela 6).

Tabela 6 Ocorréncia de Salmonella em carcagas de frango resfriadas nas marcas A, B e C.

Marca
A (%) B (%) C (%) Total
Resultado
Positivo 3 (5,5)* 1(2,0)* 18 (24)* 22 (12,2)
Negativo 52 (94,5) 49 (98) 57 (76) 158 (87,8)
Total 55 (100) 50 (100) 75 (100) 180 (100)

* Ha diferencas significantes no percentual de amostras com Salmonella entre as marcas
analisadas (p < 0,001).

Foram testadas as diferengas entre os percentuais de ocorréncia de Salmonella nas
seguintes formas: A contra B, A contra C e B contra C, a partir dos percentuais citados na
Tabela 6. Os resultados mostraram que nao houve diferenca estatistica significativa entre os

percentuais nas marcas A e B. Porém quando confrontadas as marcas A e C houve



42

diferenca estatistica significante entre elas (p = 0,005) e no confronto dos percentuais de B

e C também houve diferenca estatistica significativa (p = 0,001).
4.3 NMP de Salmonella nas Carcacas de Frangos

O NMP/mL foi determinado nos meios de cultura XLT4 ¢ BGN para as amostras
das trés marcas comerciais. A média de contagem de células no meio XLT4 foi de 2,674

NMP/mL e no meio BGN foi de 1,2824 NMP/mL (Figura 2). Considerando as trés marcas

em conjunto, houve diferenca significante entre as médias para XLT4 ¢ BGN (p = 0,027).

10

6 L
NMP/mL
XLT4

0 o =] =]
-5 0,0 5 1,0 1,5 2,0 2,5

NMP/mL BGN

Figura 2 Contagem de células de Salmonella (NMP/ml) nos meios de cultura XLT4 e
BGN.
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Foram calculadas as correlacdes entre as médias de contagem em XLT4 e BGN
para as trés marcas comercias independentemente (Figura 3). Somente na marca C a
correlacdo entre as médias de contagem no XLT4 e BGN apresentaram significancia

estatistica (p = 0,011) com correlagao de 0,678 (correlagdo média).

10
+
+ +
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NMP/mL
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24 ++ + C
+ + % B
0 » O + o A
-2 0 2 4 6 3

NMP/mL BGN

Figura 3 Contagem de células de Salmonella (NMP/mL) das marcas A, B e C, nos meios
de cultura XLT4 e BGN.

A metodologia utilizada para o calculo do NMP por carcaga esta apresentada no
ANEXO A . Os resultados para os meios XLT4 ¢ BGN diferem para a quantidade de

células em cada carcaca (Tabela 7).
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Tabela 7 NMP de Salmonella por carcaga e percentual de ocorréncia nos meios de cultura
XLT4 e BGN.

NMP/ carcaga XLT4 (%) BGN (%)
0-10 0 0
11-100 45,45 64,70
101 —1100 54,55 35,30
>1100 13,63 0

4.4 Resultados da Avalia¢do dos Kits para ELISA - SALVIA

Para a analise de presenca de Sal/monella em 150 carcacas de frangos resfriadas,
foram utilizados dois kits SALVIA. O teste detectou 11,3% (17/150) de amostras positivas
para Salmonella, enquanto a analise microbioldgica convencional detectou 12,7% (19/150)
de amostras positivas.

Os kits SALVIA analisados individualmente apresentaram diferentes percentuais de
resultados falsos positivos e falsos negativos, sendo o total de resultados falsos negativo
9,3% e falsos positivos 8,0% quando comparados ao teste microbioldgico convencional

(Tabela 8).

Tabela 8 Resultados falsos positivos e falsos negativos nos kits SALVIA 1 e 2 utilizados
na pesquisa de Salmonella em 150 carcagas de frangos.

N° do Kit
1 (%)* 2 (%)* Total (%)
Resultado do Teste
Falso Positivo 9 (11,3)* 3(4,3)* 12 (8,0)
Falso Negativo 8 (10,0)* 6 (8,6)* 14 (9,3)
Corretos 63 (78,8)* 61 (87,1)* 124 (82,7)
Total 80 (100) 70 (100) 150 (100)

* Nao ha associacdo estatisticamente significante entre os kits 1 e 2 utilizados (p = 0,264).
Os resultados dos kits ndo apresentaram associagao estatistica significante, isto €, os

resultados obtidos independem do kit utilizado.
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4.5 Sorovares de Salmonella 1dentificados

Diferentes sorovares de Salmonella foram identificados nas trés marcas de carcagas e

nos suabes de arrasto. Os sorovares e freqiiéncia de isolamento estdo nas tabelas 9 e 10.

Tabela 9 Sorovares de Salmonella e freqiiéncia de isolamento em carcacas de frango nas
marcas comerciais A, B e C.

Marcas comerciais e freqiiéncia de isolamento

A B C Total (%)
Sorovar
Enteritidis 0 0 7 7 (31,81)
Agona 0 0 7 7(31,81)
Rissen 0 1 4 5(22,73)
Heidelberg 2 0 0 2 (9,10)
Livingstone 1 0 0 1(4,54)
Total 3 1 18 22 (100,0)

Tabela 10 Sorovares de Salmonella e freqiiéncia de isolamento por suabe de arrasto nas
regides 1,2 e 3.

Regides e freqiiéncia de isolamento

1 2 3 Total (%)
Sorovar
Enteritidis 1 2 2 5(31,25)
Agona 0 2 2 4 (25,00)
Tennessee 0 1 1 2 (12,50)
Ohio 0 0 2 2 (12,50)
Rissen 0 0 1 1(6,25)
enterica O: 3, 10 0 0 1 1 (6,25)
enterica O: 6, 71 0 1 0 1 (6,25)
Total 1 6 9 16 (100,0)

* As regiodes 2 e 3 pertencem a empresa C e a regido 1 pertence a empresa D.
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4.6 Perfil de Resisténcia a Antimicrobianos das Salmonelas Isoladas de Carcacas de
Frangos

As 13 amostras de salmonelas isoladas das carcagas de frango apresentaram

resisténcia a pelo menos um antimicrobiano (Tabelas 11 e 12).

Tabela 11 Antimicrobianos e resisténcia de Salmonella isoladas de carcacas de frango.

Antimicrobiano Testado Amostras Resistentes/ Antimicrobiano Testado Amostras Resistentes/

Total (%) Total (%)

Penicillina (PEN) 13/13 (100) Clortetraciclina (CLO) 3/13 (23,07)
Lincomicina (LIN) 13/13 (100) Estreptomicina (EST) 2/13 (15,83)
Eritromicina (ERI) 13/13 (100) Estreptomicina + 2/13 (15,83)
penicilina (EST+PEN)
Enrofloxacina (ENR) 9/13 (69,23) Doxiciclina (DOX) 1/13 (7,69)
Josamicina (JOS) 9/13 (69,23) PolimixinaB (POL B) 1/13 (7,69)
Amoxicilina (AMO) 4/13 (30,76)

Tabela 12 Perfil de resisténcia antimicrobiana e sorovares de Salmonella isoladas de
carcacas de frango resfriadas.

Sorovares de Salmonella Ne Antimicrobianos resistentes
S. Livingstone 01 ERIL PEN, LIN, JOS, POL B
S. Enteritidis 04 ERI, PEN, LIN, JOS, ENR
S. Agona 01 ERI, PEN, LIN, JOS
S. Agona 01 ERIL PEN, LIN, ENR
S. Agona 02 ERI, PEN, LIN, AMO
S. Agona 02 ERIL PEN, LIN, JOS, AMO, CLT, ENR
S. Agona 01 ERI, PEN, LIN, EST, EST+PEN, ENR

S. Agona 01 ERI, PEN, LIN, JOS, CLT, EST, EST+PEN, DOX, ENR
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Todas as amostras testadas apresentaram sensibilidade aos antimicrobianos
neomicina, gentamicina, espiramicina, colistina, norfloxacina, ciprofloxacina, florfenicol,
ceftiofur, fosfomicina, espectinomicina e também as associagdes lincomicina +
espectinomicina, colistina + gentamicina, lincomicina + gentamicina, doxiciclina +

sulfadiazina + trimetoprim, josamicina + trimetoprim e sulfametoxazol + trimetoprim.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo diagnosticou positividade de 15,8% para Salmonella nos suabes de
arrasto (Tabela 4) realizados nas empresas C e D. Os percentuais de positividade diferiram
significativamente entre as empresas (empresa C, 21,1% e empresa D, 3,3%). As diferengas
entre as positividades podem devido aos sistemas de biosseguranga adotados e a aplicacao
efetiva dos mesmos em cada empresa, o que estd de acordo com Bailey et al. (2001), que
inferem serem inimeras as fontes de contaminacao em um sistema de produgao de frangos,
incluindo granja de matrizes, incubatério, alimento, roedores, insetos e aves silvestres,
transporte, meio ambiente da criagdo, processo de abate e meio ambiente da planta de
abate. Todas as fontes de Salmonella sao potencialmente importantes, assim varios sao os
pontos a serem observados para o controle. Outra possivel explicacdao do fato, recai sobre a
utilizagdo de agentes antimicrobianos durante o crescimento dos animais alterando a flora
intestinal com conseqiiente modificacdo de patdgenos excretados e interferindo também, na
resisténcia dos microrganismos as drogas utilizadas (BOKANY et al., 1990).

A partir do isolamento por suabes, quando a ocorréncia ¢ analisada entre diferentes
regides geograficas sdo notadas diferencas significativas nos percentuais (Tabela 5). Os
sorovares identificados em cada regido (Tabela 10) também apresentaram diferencas e o
sorovar Enteritidis esteve presente nas trés regides, o que confirma a grande freqiiéncia de
aparecimento deste sorovar em amostras avicolas (SILVA;DUARTE, 2002; SANTOS,
2003; CDC, 2004). Caldwell et al. (1995) citam que os sorovares mais comuns podem se
repetir numa mesma area, ¢ diferentes areas apresentam distintos sorovares, pois muitas sao
as fontes ambientais de introducdo de Salmonella num sistema de criagcdo, concordando
com a distribuigdo e freqiiéncias de sorovares no presente estudo.

Os percentuais de Salmonella em carcagas de frango citados na literatura estdo entre
2,9 % e 68,6% (Tabela 3). O percentual de Salmonella em carcacas de frango resfriadas,
encontrado nesta pesquisa foi de 12,2% a partir de trés diferentes marcas comerciais
analisadas. Este resultado esta de acordo com os percentuais encontrados por Dufrenne et
al. (2001), de 13,5% de positividade e Nascimento et al. (1997) que relatam 15,1% de

positividade para Sa/monella. Contudo, a ocorréncia de 12,2% encontrada, difere daquelas
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citadas por Santos et al. (2003), que encontraram 32% de contaminagdo, Dickel (2004),
20% e Cardoso et al. (2000) que nao detectaram Salmonella nas amostras analisadas.

As diferencas de percentuais de Salmonella podem ocorrer, devido aos fatores de
contamina¢do a campo, amostragem e metodologia laboratorial de detec¢do utilizada
(UYTTENDAELE et al.,1998) e ao sistema de abate das aves nos diferentes paises. Quanto
as diferengas em sistemas de abate, pode-se citar os Estados Unidos (EUA), onde ¢
permitida pelo USDA (Departamento de Agricultura), a utilizacdo de quantidades de cloro
na agua do chiller, acima de 50 ppm e o Brasil, onde os niveis de cloro permitidos pela
legislacdo sdo de 3 a 5 ppm (Dickel 2004). Estudos demonstraram que niveis de 18 a 100
ppm de cloro tém diferentes eficiéncias na reducao das bactérias (YANG et al., 2001).

Na analise dos percentuais de Sal/monella entre as marcas A (5,5%), B (5%) e C
(18%) a diferenca foi significativa (Tabela 6). Pesquisas efetuadas por Cardoso et al (2002),
Santos et al. (2003), Dickel (2004) e Izat et al. (1991b) também relatam diferentes
percentuais entre marcas comerciais distintas. As marcas B e C foram obtidas de matadouro
com Inspe¢ao Federal (IF) e a marca A, de matadouro com Inspecao Estadual (IE). Os
resultados confrontados entre as marcas A (IE) e B (IF) ndo apresentaram diferengas
significativas na contaminacdo por Salmonella, apesar de diferentes volumes de abate
diario, ou seja, 5.000 aves na empresa A contra 70.000 aves na empresa B. O confronto
entre as marcas A (IE) e C (IF) apresentaram diferenca significativa, sendo a marca C com
maior ocorréncia do agente. Quando observada a ocorréncia de salmonelas em carcacas nas
empresas B e C, ambas com mesmo volume de abate didrio de aves e pertencentes a IF,
também foi revelada diferenga estatistica significante entre os percentuais. A existéncia de
diferenca de percentuais entre as marcas pode ser explicada com um retrospecto do que foi
explanado até o momento, ou seja, diferentes regras de producdo e abate em cada empresa.
Isso inclui pontos relevantes tais como a biosseguranca a campo, os niveis de cloro na agua
do chiller, regras para controle de qualidade no processo de abate (BRASIL, 1998) e uso de
antimicrobianos na produ¢ao dos frangos.

Os sorovares de Salmonella isolados de carcacas de frangos, Enteritidis, Agona,
Rissen, Heidelbrg e Livingstone apresentaram diferencas de freqiiéncia entre as marcas
(Tabela 9). Analisando a ocorréncia de Salmonella em suabes de arrasto e em carcagas,

observa-se que na empresa C (empresa das carcacas de marca C) os sorovares Enteritidis,
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Agona e Rissen encontrados a campo também foram encontrados nas carcacas resfriadas
apos o processo de abate. A partir das coletas de suabes de arrasto nos galpdes, houve a
recuperacdo de um maior numero de sorovares daqueles encontrados nas carcagas. Os
sorovares identificados nos suabes foram Enteritidis, Agona, Rissen, Tennessee, Ohio,
enterica O:3,10 e entérica O:6,71.

Os resultados estdo de acordo com os trabalhos de Corry et al. (2002) e Bailey et al.
(2001) que relatam em suas pesquisas, sorovares detectados a campo aparecendo
freqlientemente nas carcacas. Na tabela 10, estd demonstrado que os sorovares Agona,
Enteritidis e Tennessee sdo encontrados nas regides 2 e 3 pertencentes a empresa C. Estes
dados podem sugerir que a contaminagdo inicial das aves seja no incubatorio, pois as
regides geograficas sdo diferentes e a empresa avicola fornecedora das aves ¢ a mesma
(CALDWELL et al., 1995). No mesmo sentido Limawongpranee et al. (999) citam que os
sorovares encontrados em incubatdério também sdo encontrados em amostras de campo e
podem ser recuperados em carcagas.

A carga microbiana, em especial de salmonelas, presente no intestino das aves em
idade de abate, pode ser fixada as penas e pele, no momento do transporte ao abatedouro,
em decorréncia do aumento da excrecao nas fezes devido ao estresse das operacdes. Deste
modo as salmonelas presentes nas identificagdes em suabes de arrasto, onde sao
encontrados também os agentes excretados pelas aves, podem aparecer nas carcagas apos o
processamento. Neste aspecto, pesquisas realizadas para verificagdo de Salmonella nas
caixas de transporte de frangos demonstram que os sorovares identificados a campo e
sorovares isolados das caixas de transporte sdo freqiientemente encontrados, nas analises de
carcacas pos-processamento no matadouro (SHACKELFORD, 1988; BAILEY, 1988;
BAILEY et al., 2001; CORRY et al., 2002, ROY et al., 2002).

Nos EUA algumas medidas diferentes estdo sendo adotadas nos abatedouros para
reducdo da contaminacdo microbiana das aves que chegam ao abate, dentre elas estd a
utilizacdo de escovas para a limpeza das penas das aves antes da escalda, acdo que em
2004, foi adotada por 18,9% dos abatedouros (SILVA,2005).

Estudos e pesquisas indicam a porcentagem de carcagas de frango contaminadas
com salmonelas, porém poucos relatos indicam a extensdo de contaminagdo das carcagas

positivas (IZAT, et al.,1990a). A determinacdo da extensdao de contamina¢do, auxilia no
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conhecimento do risco de infec¢des alimentares, por contaminagdo cruzada a partir frangos
e seus derivados, atingirem o homem (JORGENSEN et al., 2002).

Na determinagdo do NMP/ml deste trabalho, as médias de células de Salmonella
recuperadas das carcacas de frangos diferiram entre os meios de cultura BGN e XLT4,
usados no plaqueamento das culturas. Analisando as médias de NMP/ml das marcas A, B e
C em conjunto, o meio BGN recuperou 1,282 célula/ml diferindo significativamente da
média obtida com o meio XLT4 de 2,674 células/ml (Figura 2). O meio XLT4 mostrou-se
mais apto a recuperar c€lulas de Salmonella de carcagas de frango neste experimento,
confirmando a seletividade para a bactéria indicada pelos autores que o descreveram
(YNTERIAN, 2003).

Os resultados apresentam para as marcas A, B e C contagens diferentes de células
de bactérias, o que estd de acordo com as pesquisas de Izat et al. (1991b), que relatam
variacdo de NMP entre trés marcas estudadas. A correlagcdo entre os NMP para meios de
cultura BGN e XLT4 em cada uma das marcas foi analisada. Na marca A e B nao foi
possivel estabelecer correlagdo, pois o nimero de amostras positivas ndo foi suficiente para
a interpretacdo estatistica. A marca C apresentou correlagdo média para a recuperagao de
células nos diferentes meios (Figura 3). A falta de correlagdo entre os dois meios pode ser
explicada pelas caracteristicas intrinsecas de recuperagcdo de cada meio de cultura e pela
grande variacdo no NMP recuperado nas amostras, sugerindo que o controle de Sa/monella
na produgdo e processo de abate desta marca necessita aprimoramento.

O NMP por carcaga determinado neste estudo (Tabela 7), apresenta 45,45% das
carcacas contaminadas com 11 a 100 células de Salmonella e 54,55% das amostras
contaminadas com 101 a 1100 células. Nao houveram carcagas contaminadas com 0 a 10
ou < de 1100 células de salmonelas (resultados para o agar XLLT4). No o agar BGN os
resultados foram de 64,70 % de carcagas contaminadas com 11 a 100 células e 35,30% das
amostras contaminadas com 101 a 1100 células de salmonelas. Para o agar BGN também
nao houveram carcagas contaminadas com 0 a 10 ou < de 1100 células de salmonelas. Os
resultados de MNP/carcagas encontrados diferem das pesquisas de varios autores, que
relatam ser muito baixo o numero de células de Salmonella que contaminam uma carcaga,
ou seja, <100 NMP/carcaga (BOKANYI et al.,1990; IZAT et al, 1990a;
WHITMORE, 1993; NASCIMENTO, 1995; CARRAMINANA et al., 1997; CARDOSO et
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al., 2000). Os resultados reportados por tais autores podem divergir em fun¢do das
metodologias de contagem utilizadas e do tipo de amostra, no caso, frangos congelados ou
resfriados. Um estudo conduzido por Uyttendaele et al. (1998) analisaram carcagas de
frangos resfriadas, ao longo de quatro anos, por uma metodologia semi-quantitativa e os
resultados foram discriminados como carcagas ndo contaminadas, baixa contaminagdo (1
ufc/g ou 100 cm? ou 25 cm’ ) e alta contamina¢io (>1 ufc/cm® ou g), deste modo a
descricao dos resultados de quantificacdo mostra-se pouco acurada em comparagdo com a
descricao pela metodologia empregada neste trabalho.

Esta pesquisa foi baseada na metodologia de Dufrenne et al. (2001), porém os
resultados deste trabalho diferem dos encontrados pelos autores. Tais autores citam
menores niveis de contaminacdo das carcacas, ou seja, 89% das carcagas apresentaram
contaminacao de 0 a 10 células; 9% delas niveis de 11 a 100 células, e, apenas 2% de
carcacas contaminadas com >1100 células de Salmonella, sendo estes valores de NMP
determinados a partir do meio de cultura BGN. A maior porcentagem de carcagas
contaminadas com >100 células no presente estudo pode ser explicada, possivelmente, por
alguns fatores principais que incluem o volume de enxagiie das carcacas utilizados no
presente trabalho (menor que o volume utilizado pelos autores), promovendo aumento da
concentracao das células presentes na carcaga e promovendo menor desperdicio de agua de
enxagiie (COX et al., 1981). Contagens com maiores diferengas foram encontradas nas
comparagdes dos resultados descritos pelos autores, frente aos resultados obtidos a partir do
meio XLT4. Diferenca que pode ser atribuida aos fatos de menor volume de solugdo para
enxagiie utilizada nas amostra e maior seletividade para Salmonella do meio XLT4,
demonstrado na decorréncia do trabalho com as carcagas de frango resfriadas.

Outro fator que deve ser levado em consideracdo quando analisado os maiores
valores de NMP encontrados na presente pesquisa € o processo de abate das aves, visto que,
j& anteriormente citados, os niveis de cloro do chiller difere entre os paises e as
concentragdes de cloro livre podem afetar diretamente a contagem dos microrganismos.
Deste modo, pode ser sugerido que mais pesquisas sejam realizadas neste contexto, para
que um perfil de quantificacdo de Salmonella seja realizado com amostras sob os sistemas

de inspec¢ao nacional de carcagas.
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A realizacdo de ensaio imunoenzimatico (kits SALVIA) em 150 carcagas
apresentou 11,3% de positividade para Salmonella e pesquisa com microbiologia
convencional, nas mesmas amostras, apresentou 12,7% de positividade. Entre os dois kits
utilizados, os percentuais de amostras falsos positivos foram 8,0% e falsos negativos 9,3%
(Tabela 8).

Os resultados discordam dos encontrados por Dickel (2004) na utilizacdo do mesmo
teste para carcacas de frango, o qual revelaram 10% de positividade para Salmonella pelo
kit SALVIA e 20% de positividade pelo método microbioldgico convencional. Lambrini
(1990 apud DICKEL, 2004) relata concordancia de resultados entre o kit SALVIA e o teste
microbiologico de 95% e Paula et al. (2002) 75% de concordancia.

A ocorréncia de resultados falsos positivos e falsos negativos ¢ influéncia por
fatores referentes ao kit e as amostras (BEUMER, 1991), assim o percentual de 8,0% de
resultados falso positivos encontrados neste experimento pode ser explicado por possivel
contaminacao cruzada com outras enterobactérias presentes na superficie dos frangos. Tal
fato estd de acordo com revisdes de microbiologia da carcaca de frango (SILVA, 1996) e
com Paula et al. (2002), os quais constataram que as amostras de alimentos (frango, carnes
e peixes) deveriam ser submetidas a um pos-enriquecimento adequado para melhor
desempenho do teste de ELISA na recuperagdo de salmonelas, devido a grande flora
acompanhante nas carnes.

Os resultados falsos negativos poderiam ser explicados pelo niimero de células no
enxagiie inicial das carcacas, pois nas amostras que apresentaram resultados negativos no
SALVIA, 85,7% continham de 0 a 5 células de Salmonella determinadas na pesquisa do
NMP. Esta explicacdo esta de acordo com Flowers et al. (1988) quando inocularam dois
niveis de contagem de células de Salmonella, um nivel descrito como baixo 0-5 células/25g
de carne e um alto nivel de contaminacdo 10-50 células/25g, para a avaliacdo do kit
SALVIA. As taxas de detec¢ao foram de 44% com baixo nivel de inoculag¢do e 93% com
alto nivel de inoculagdo, ou seja, mesmo com um alto nivel de inoculagdo em 7% das
amostras ndo foi detectada a presenca de Salmonella. Pode ser sugerido a partir dos
resultados, que o pos-enriquecimento para amostras de carcacas de frango, provavelmente
ndo esteja sendo suficiente para a multiplicacdo necessaria das células a um nivel de

deteccao pelo kit testado.
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Na utilizacdo dos dois kits SALVIA nao houve relagdo estatisticamente significativa
entre os resultados gerados pelos mesmos. Tal fato demonstra que os resultados
independem do kit utilizado e estd de acordo com Beumer (1991) e Mansfield; Forsythe
(2001) que relatam diferentes kits possuirem diferentes especificidades e sensibilidades na
deteccdo de Salmonella, isso devido a ocorréncia de resultados falsos negativos e
resultados falsos positivos influenciados por fatores referentes aos componentes do kit e as
amostras e microrganismos pesquisados.

Na determinacdo do perfil de resisténcia a antimicrobianos das 13 amostras de
Salmonella, os dados mostram resisténcia a antimicrobianos das classes p-lactamicos
(amoxicilina e penicilina), tetraciclina (clortetraciclina), aminiglicosideos (estreptomocina),
macrolideos (josamicina e eritromicina), polimixina (polimixina B), quinolona
(enrofloxacina) e lincosamida (lincomicina) (Tabela 11). O perfil de resistécia dos
sorovares as classes citadas estd demonstrado na Tabela 12.

No presente estudo, a resisténcia a estreptomicina (15,8%) estd de acordo com os
resultados de Silva;Duarte (2002), Wilson (2004) e Oliveira et al.(2004), porém o
percentual encontrado para amoxicilina de 30,7%, ¢ maior do que a resisténcia a mesma
citada por Silva; Duarte (2002).

As tetraciclinas tém sido uma das classes de antimicrobianos mais usadas
terapeuticamente em animais de producao (WILSON, 2004) e esperava-se um alto nivel de
resisténcia. Nesta pesquisa foram encontradas 23,07% das cepas apresentando resisténcia.

Por ouro lado, as quinolonas sdo usadas como uma das drogas de escolha no
tratamento de infecgdes entéricas em humanos e seu uso na industria avicola sdo citado
como inapropriado, devido a possibilidade de resisténcia cruzada com quinolonas usadas
em humanos. A incidéncia de cepas de Salmonella quinolona-resistentes em animais e
humanos, na Europa, aumentou substancialmente nos anos consecutivos a liberacdo de
fluorquinolonas como a enrofloxacina, para o uso em veterinaria (GUTIERRES;LOPEZ,
2001). Neste estudo, foram encontradas 69,2% de cepas resistentes a enrofloxacina, porém
outras duas quinolonas apresentaram cepas com 100% de sensibilidade: norfloxacina e
ciprofloxacina, apesar de varios autores relatarem cepas isoladas de carcacas de frangos
resistentes a ciprofloxacina e gentamicina e sulfas (LARKIN et al., 2004;

MOREIRA;MORAES, 2002; OLIVEIRA et al., 2005; WILSON, 2004). Cepas resistentes a
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outra classe de antimicrobianos de elei¢do para tratamento de gastroenterites graves em
humanos, as cefalosporinas, também nao foram encontradas.

Todas as cepas apresentaram suscetibilidade a neomicina, fosfomicina,
espectinomicina, ceftiofur, colistina, florfenicol, sulfadiazina e sulfametoxazole, resultados
que estdo de acordo com Molla et al. (2003), Moreira;Moraes (2002), Oliveira et al. (2005)
e Silva;Duarte (2002), além de suscetibilidade as associagdes de farmacos testadas, exceto
a EST+PEN que obteve duas cepas com resistenténcia.

Os resultados do presente estudo indicam a importancia de frangos como potencial
fonte de cepas de Salmonella resistentes e multi—resistentes a antimicrobianos. Contudo, a
relativa importancia e contribui¢do destes animais para o problema de resisténcia
antimicrobiana em humanos ¢ dificil avaliar. Os resultados também mostram a necessidade
de adocdo de estratégias para reducdo de riscos de contaminacdo dentro da cadeia
alimentar, embasados no prudente uso das drogas antimicrobianas, a fim de prevenir e
diminuir o desenvolvimento e a difusdo de resisténcias,

A contaminagao inicial de Salmonella em frangos ¢ um problema na contaminagao
cruzada, principalmente nos processo de abate, nos pontos de depenagem, evisceragdo e
chiller. Uma vez os frangos contaminados, ao sairem do abatedouro para o consumo, as
maos dos manipuladores e utensilios de cozinha promovem a dispersdo do patéogeno a
alimentos ndo contaminados (UYTENDAELLE,1998) e os processos de preparo dos
alimentos podem nao eliminar todas as salmonelas, visto que diferentes sorovares possuem
diferentes resisténcias aos processos térmicos (DOYLE; MAZZOTTA 2000; TAYLOR-
ROBINSON et al., 2003; SHERRY et al., 2004).

Assim, ndo havendo um consenso a respeito da dose infectante de células de
Salmonella para humanos e sabendo-se que os tratamentos térmicos utilizados nas
industrias de alimentos e na coc¢do dos alimentos, ocasionalmente podem permitir que
salmonelas sobrevivam, conhecer a extensdo da contaminagdo por Salmonella nos
alimentos ¢ de fundamental importancia, tanto para quantificagdo do risco de contaminagao
cruzada quanto para adocdo de medidas de controle e reducdo do patdégeno nos varios

niveis da cadeia alimentar.
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CONCLUSOES

O NMP encontrado nas carcagas de frangos resfriadas, obteve uma média de
aproximadamente 2,7 células de Salmonella por mL e >100 células de
Salmonella por carcaga em, ou seja, 54,55% das amostras contaminadas com 101
a 1100 NMP/ carcaca.

O percentual de contaminacdo por salmonelas nas carcagas foi de 12,2%,
aproximando-se do percentual de positividade nos suabes de arrasto, 15,8%. Os
sorovares de Salmonella encontrados a campo também foram encontrados nas
carcacas de frango analisadas apos o processo de abate.

O meio de cultura 4gar XLT4 foi mais eficiente que o d4gar BGN no isolamento
de Salmonella a partir de carcacas de frangos resfriadas.

Os kits de ELISA (Tecra®™ Salmonella VIA), tiveram menor taxa de detecgdo de
Salmonella a partir de carcagas de frangos, frente ao teste microbiologico
convencional.

As marcas comerciais analisadas apresentaram diferentes freqii€éncias e nimeros
de salmonelas nas carcagas de frangos resfriadas.

As cepas de salmonelas isoladas das carcagas de frangos resfriadas apresentaram
multi-resisténcia a antimicrobianos.

Carcacas de frango resfriadas podem chegar ao consumidor com um alto nivel de
contaminacao por salmonelas, o que justifica a ado¢ao de métodos de controle e
prevencdo por parte das Empresas, com a fiscalizagdo do Ministério da
Agricultura.

O sorovar Enteritidis presente nas amostras de suabes e, particularmente nas
carcagas de frangos resfriadas, ressalta a necessidade de controle do processo de
producdo e abate, tendo em vista a importancia deste sorovar na promogao de

doeng¢a em humanos.
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ANEXO A - Tabela NMP/mL e calculo de NMP/carcaga.
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Tabela NMP para3x1,3x0,1e3x0,01 g(ml)

N° result. positivos NMP Categoria dos n” de  Limites de confianca
testes
1 2 3 S 10 >95% 2>95% 299% >99%

0 0 0 <0.30 0.00 0.94 0.00 1.40
0 0 1 0.30 3 2 2 2 1 0.01 0.95 0.00 1.40
0 1 0 0.30 2 1 1 1 1 0.01 1.00 0.00 1.60
0 1 1 0.61 0 3 3 3 3 0.12 1.70 0.05 2.50
0 2 0 0.62 3 2 2 2 1 0.12 1.70 0.05 2.50
0 3 0 0.94 0 0 0 0 3 0.35 3.50 0.18 4.60
1 0 0 0.36 1 1 1 1 1 0.02 1.70 0.01 2.50
1 0 1 0.72 2 2 1 1 1 0.12 1.70 0.05 2.50
1 0 2 1.1 0 0 0 3 3 0.4 3.5 0.2 4.6
1 1 0 0.74 1 1 1 1 1 0.13 2.00 0.06 2.70
1 1 1 1.1 3 3 2 2 2 0.4 3.5 0.2 4.6
1 2 0 1.1 2 2 1 1 1 0.4 3.5 0.2 4.6
1 2 1 1.5 3 3 3 3 2 0.5 3.8 0.2 5.2
1 3 0 1.6 3 3 3 3 2 0.5 3.8 0.2 5.2
2 0 0 0.92 1 1 1 1 1 0.15 3.50 0.07 4.60
2 0 1 1.4 2 1 1 1 1 0.4 3.5 0.2 4.6
2 0 2 2.0 0 3 3 3 3 0.5 3.8 0.2 5.2
2 1 0 1.5 1 1 1 1 1 0.4 3.8 0.2 5.2
2 1 1 2.0 2 2 1 1 1 0.5 3.8 0.2 5.2
2 1 2 2.7 0 3 3 3 3 0.9 9.4 0.5 14.2
2 2 0 2.1 1 1 1 1 1 0.5 4.0 0.2 5.6
2 2 1 2.8 3 2 2 2 1 0.9 9.4 0.5 14.2
2 2 2 3.5 0 0 0 0 3 0.9 9.4 0.5 14.2
2 3 0 2.9 3 2 2 2 1 0.9 9.4 0.5 14.2
2 3 1 3.6 0 3 3 3 3 0.9 9.4 0.5 14.2
3 0 0 2.3 1 1 1 1 1 0.5 9.4 0.3 14.2
3 0 1 3.8 1 1 1 1 1 0.9 10.4 0.5 15.7
3 0 2 6.4 3 3 2 2 2 1.6 18.1 1.0 25.0
3 1 0 4.3 1 1 1 1 1 0.9 18.1 0.5 25.0
3 1 1 7.5 1 1 1 1 1 1.7 19.9 1.1 27.0
3 1 2 12 3 2 2 2 1 3 36 2 44
3 1 3 16 0 0 0 3 3 3 38 2 52
3 2 0 9.3 1 1 1 1 1 1.8 36.0 1.2 43.0
3 2 1 15 1 1 1 1 1 3 38 2 52
3 2 2 21 2 1 1 1 1 3 40 2 56
3 2 3 29 3 3 3 2 2 9 99 5 152
3 3 0 24 1 1 1 1 1 4 99 3 152
3 3 1 46 1 1 1 1 1 9 198 5 283
3 3 2 110 1 1 1 1 1 20 400 10 570
3 3 3 >110 - - - - -

De Man (1983).
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Formula para célculo do NMP por carcaga:

Peso da carcaca x NMP(tabela)

maior volume utilizado

nas amostras

=NMP/carcaca

Peso das carcagas e NMP/mL em agar XL T4 e BGN utilizado nos calculos.

Amostra Peso da cracaca (g) NMP/mL XLT4 NMP/mL BGN
1 083,0 3,5 0,92
2 1861,8 0,36 0,92
3 2203,3 0,36 0,92
4 2475,6 9,3 2,1
5 2253,6 2,1 2,1
6 24231 2,1 1,5
7 22123 2,1 1,5
8 2168,8 0,36 0,36
9 2512,8 2,3 23
10 2859.,9 1,5 1,5
11 2060,1 7,5 23
12 2130,9 7,5 2
13 1943.9 4,3 23
14 1994,3 1,6 -
15 1764,8 0,36 -
16 2039,7 23 -
17 2332,0 0,36 -
18 1967,8 1,1 0,36
19 1837,0 1,1 7,5
0 11774 0,36 0,36
21 1445,3 0,36 0,36
22 1423,8 0,36 -
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ANEXO B — Resumos Apresentados no XVII Congreso Latinoamericano de Microbiologia y X Congreso
Argentino de Microbiologia. 17 - 21 de Octubre de 2004. Buenos Aires, Argentina
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Foodborne infections caused by Salmonella are one the most frequently occuring zoonosis in the industrialized
world today. They are also recognized as a being a common cause of human food poisoning outbreaks, and raw
poultry is considered to be an important source of these bacteria. Salmonella represent an important concern to
the public heath, not only in developed countries, but also especially in developing ones. This study reports the
number of Salmonella isolated from eighty refrigerated whole broiler carcasses, wich were produced by
Poultry Companies located at Southern Brazil. They are submitted to a microbiological evaluation by MPN (most
probable number) method. Whole carcasses were rinsed with 150 ml Buffered Peptone Water (BPW), After
washing for 2 min, BPW was divided in nine tubes per sample: 3 x 30 ml. 3 x 3ml and 3 x 0,3ml (the last added 3
ml fresh BPW) and incubated at 37®C for 182h,From BPW cultures, 0,1ml was added to 10ml Rappaport
Vassiliades (RV) broth and incubated for 242h at 42°C. After that, RV cultures were streaked on Brilliant-
Green Phenol-Red Lactose Sucrose agar (BPLS) and XLT4 agar and incubated 242h at 37"C In addition, an
ELISA visual immunoassay was realized according to the manufacture's instruction (TECRA Salmonella). The
biochemical profile was then verified. The number of Salmonella was calculated using MPN tables (United
States Department of Agriculture USDA). Using MPN method was found 13 carcasses contaminated (Table
1). All positive samples by MPN method were also positive by ELISA method.

Table 1: MPN index per ml and combinations of positive tubes (on XLT4 agar} in a 3 tube dilution
series.

Combination of positives | MPN index Combination of positives | MPN index
2-2-2 21,0 1-0-0 3,6

1-0-0 3,6 3-0-0 23,0

1-0-0 3,6 2-1-0 15,0

3-2-0 93,0 3-1-0 75,0

2-2-0 21,0 3-1-1 75,0

2-2-0 21,0 3-1-0 64,0

2-2-0 21,0

*

The risk analysis is one of the most important procedures performed by the poultry industry today. This can help
the health authorities in assessing the consumer's risks of acquiring food poisoning from undercooked poultry, and
also being able to propose control measures to be adopted by the lindustry.
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Medicine, Federal University of Rio Grande do Sul. Porto Alegre, Brazil.
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Each year, foodborne diseases affect many people in the world from which several thousand
die. Foodborne pathogens can be present in food and including cattle, poultry, fish and
shellfish. Although these animals may appeat healthy, their meat or other derived products can
be contaminated Salmonella or other pathogens. Since the discovery of the growth-promoting
disease-fighting capabilities of certain antibiotics, their use became common in livestock.
Currently, half of all antibiotics are used to treat sick animals, v» may results in the
development of resistance in the livestock. Contaminated meat, meat products and other
products can carry these pathogens. In our study the Salmonella isolates detected from
refrigerated broiler carcasses had antibiotic resistance was verified. The samples antibiotic
resistance profile was assessed by the disk difusion method (Kirby-Bauer method). The thirteen
samples were tested against twenty seven antibiotics (Tables land 2).

Table 1: Antibiotics and resistance of Sa/monella sp from broiler carcasses.

Antibiotic Resistant Antibiotic Resistant samples
resistance samples resistance (total/%)
(total/%)

Amoxicillin (AMO) 4/13 (30,76) Josamycin (JOS) 9/13 (69,23)
Clortetracyclin (CLO) 3/13 (23,07) Lincomycin (LIN) 13/13 (100)
Doxicyclin (DOX) 1/13 (7,69) Penicillin (PEN) 13/13 (100)
Eritromycin(ERI) 13/13 (100) Polymixin B (POL B) 1/13 (7,65)
Streptomycin (STR) 2/13 (15,83) Enrofloxacin (ENR) 9/13 (69,23)
Streptomycin + penicillin |2/13 (15,83)

Table 2: Antimicrobial resistance profile of Salmonella sp from broiler carcas;

Resistant Profile Resistant samples

ERL JOS, LIN, PEN 03
AMO, CLO, ERL JOS, LIN, PEN 02
ERLJOS, LIN, PEN 02
CLO, DOX, EST+PEN, ERI, STR, JOS, LIN, PEN 01
AMO, ERI, JOSA. LIN, PEN 01
PEN, AMO, LIN,ERI 1)
PEN. LIN, ERI 01
LIN, ENR, EST+PEN, EST, POL B. ERI 01

In the human population the incidence of Salmonella is very frequent in se countries. The results
show that it is necessary to adopt risk reduction strafe.

file://F:\A\A-98.html 13/11/2005




71

ANEXO C - Resumos Publicados no Suplemento 7 da Revista Brasileira de Ciéncia Avicola.
Conferéncia APINCO 2005 de Ciéncia e Tecnologia Avicolas. 4 - 7 Maio de 2005.
Santos, Sao Paulo.



72
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' Centro de Diagnéstico e Pesquisa em Patologia Aviaria (CDPA) - FAVET/UFRGS - Lab. Central - Porto Alegre (RS)
2 Centro de Diagnéstico e Pesquisa em Patologia Aviaria - (CDPA) - FAVET/UFRGS - Regional’ Serra - Garibaidi (RS)

Introducio

Patogenos transmitidos por alimentos (Salmonella e outros),
presentes em varios pontos da cadeia alimentar, mereceram
consideravel aten¢@o no Brasil e no mundo a partir da década de
90 devido ao aumento da incidéncia de bactérias resistentes a
antimicrobianos associadas a doengas em humanos. Embora aves
e outros animais pare¢am sauddveis, sua carne e produtos
derivados podem estar carreando tais patégenos. A dificuldade no
tratamento de pacientes em hospitais tornou a salmonelose um
importante topico em satide publica (3). O objetivo deste trabalho
foi verificar o perfil de resisténcia a antimicrobianos de
Salmonella isolada de carcagas de frangos resfriadas.

Material e Métodos

O estudo foi realizado a partir da andlise de 80 carcagas de frangos
resfriadas, produzidas em companhias localizadas no Sul do
Brasil, adquiridas em varejos locais. A pesquisa de Sa/monella foi
realizada pelo método de enxagiie da carcaga com 150 ml de dgua
peptonada tamponada (AP), apds 2 minutos de enxagiie da carcaga
a AP foi encubada a 3?°C por 18+2h. Em 10ml de Rappaport
Vassiliades (RV) foram adicionados 0,1 ml da cultura em AP e
encubado por 28+2h a 42°C. As culturas de RV foram estriadas
em agar verde brilhante com novobiocina e agar XLT4. Testes
bioquimicos e sorologicos foram realizados nas colonias suspeitas.
A identificagdo final das colonias positivas foi realizada na
Fundagdo Osvaldo Cruz. O teste de sensibilidade a
antimicrobianos foi realizado pelo método de difusdo em disco,
conforme descrito por Bauer et a( (1), sendo o agar XLT4 usado
para controle dos testes. Antimicrobianos B-lactdmicos,
tetraciclinas, macrolideos, sulfas, polimixinas, aminoglicosideos
lincosamidas, quinolonas, cloranfenicois, fosfomicina,
cefalosporinas e associagdes de drogas foram testadas.

Resultados e Discussao

Apresentaram-se positivas para Salmonella 13/80 amostras
(16,25%). As 13 amostras de Salmonella apresentaram 100% de
resisténcia a lincomicina (LIN) e eritromicina (ERI). Resisténcia
de 69,23% a josamicina e enrofloxacina, 30,76% a amoxicilina
(AMO), 23,07% a clortetraciclina (CLO); 15,83% a estreptomicina
(EST) e estreptomicina + penicilina (EST+PEN) e 7,69% de
resisténcia a doxiciclina (DOX). Todas as cepas apresentaram
sensibilidade a  ciprofloxacina, neomicina, fosfomicina,
espectinomicina, ceftiofur, colistina, florfenicol, sulfadiazina,
sulfametoxazole e norfloxacina, além das associagdes de farmacos
testadas, exceto a EST+PEN a qual uma cepa mostrou-se
resistente. Os sorovares e o perfil de resisténcia antimicrobiana
estdo apresentados na Tabela 1. As tetraciclinas t€ém sido uma das
classes de antimicrobianos mais usadas terapeuticamente em
animais de producdo (4) e esperava-se um alto nivel de resisténcia.
Em nosso estudo foram encontradas 30,76% das cepas
apresentando resisténcia. Por ouro lado, as quinolonas sdo usadas
como uma das drogas de escolha no tratamento de infecgdes
entéricas em humanos e seu uso na industria avicola € citado como
inapropriado,

devido a possibilidade de resisténcia cruzada com quinolonas
usadas em humanos. A incidéncia de cepas de Salmonella
quinolona-reistentes em animais e humanos, na Europa, aumentou
substancialmente nos anos consecutivos a liberagdo
defiuorquinoionas, como a enrofloxacina, para o uso em
veterinaria (2). Neste estudo, foram encontradas 69,23% de cepas
resistentes a enrofloxacina, porém outras duas quinolonas
apresentaram cepas com 100% de sensibilidade: norfloxacina e
ciprofloxacina. Cepas resistentes a outra classe de antimicrobianos
de eleigdo para tratamento de gastroenterites graves em humanos,
as cefalosporinas, também nao foram encontradas.

Tabela 1 - Perfil de resisténcia antimicrobiana e sorovares de
Salmonellas sp. isoladas de carcagas de frango resfriadas.

ANTIMICROBIANOS
RESISTENTES

SALMONELLA SP. N°

S. Livingstone 01 ERI, LIN, JOS, POL B

S. Enteritidis 04 ERI, LIN, JOS, ENR

S. Agona 01 ERI, LIN, JOS

S. Agona 01 ERI, LIN, ENR

S. Agona 02 ERI, LIN, AMO

S. Agona 02 ERI, LIN, JOS, AMO, CLT, ENR

S. Agona 01 ERI, LIN, EST, EST+PEN, ENR

S. Agona 01 ERI, LIN, JOS, CLT, EST,
EST+PEN, DOX, ENR

Conclusao

Os resultados do presente estudo indicam a importancia de frangos
como potencial fonte de cepas de Salmonella resistentes e multi-
resistentes a antimicrobianos. Contudo, a relativa importancia e
contribuicdo destes animais para o problema de resisténcia
antimicrobiana em humanos ¢ dificil avaliar. Os resultados
também mostram a necessidade da adocdo de estratégias para
redugdo de riscos de contaminacdo dentro da cadeia alimentar,
embasados no prudente uso das drogas antimicrobianas, a fim de
prevenir e diminuir o desenvolvimento e a difus@o de resisténcias,
assim protegendo a satide do consumidor.

Bibliografia
1. Bauer AW, Kirby WMM, Sherris JC et ai. Am. J. Clin.
Pathol. 1966; 45: 493-496.
2. Gutiérres JAO, Lopéz RF. Rev. Esp. Salud Publica.
2001; 75: 313-320.
3. Moreno MA, Domingues L, Teshager T et ai. Int. J.
Antimicrob. Agents. 2000; 14: 285-290.
4. Wilson IG. J. Food Prot. 2004; 67(6): 1220-1225.



73
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Introducao

A Salmonella é um dos mais importantes patdgenos alimentares
associados a carne de frango e produtos derivados. Para auxiliar a
avaliagdo de risco em adquirir infecgdo alimentar via carne de
frangos que sofreram cocg¢do inadequada ou através de
contaminagdo cruzada a partir destes, faz-se importante
determinar aextensdo da contaminagdo por esses patdgenos
emcarne crua. O método do nimero mais provavel (NMP) ¢ um
método indireto para estimar a populacdo bacteriana baseado em
probabilidades estatisticas; este método foi utilizado no presente
trabalho em carcagas de frango resfriadas a fim de quantificar
células de Salmonella presentes nas amostras e identificar os
respectivos sorovares nelas encontrados.

Material e Métodos

O estudo foi realizado a partir da analise de 180 carcacas de
frangos resfriadas, produzidas em companhias da regido Sul do
Brasil e adquiridas em varejos locais. A contagem de Salmonella
foi realizada pelo método do nimero mais provavel (NMP) de
células bacterianas por mL ou g, descrito por Dufrenne et al. (2). O
enxdgue das carcagas, foi realizado com 150 mL de agua
peptonada tamponada (AP) (1) por 2 min. Apds o enxagiie, a AP
foi dividida em nove tubos: 3 x 30 mL, 3 x 3mL e 3 x 0,3mL (aos
tubos com 0,3 mL foram adicionados 3 mL de AP) e incubados a
37°C por 18+2h. A partir das culturas de AP, 0,1mL de cada um
dos 9 tubos foi adicionado a outros 9 tubos com 10mL de caldo
Rappaport Vassiliadis (RV) e incubados por 24+2h a 42°C. As
culturas de RV foram esfriadas em 4gar verde brilhante com
novobiocina e agar XLT4, resultando 18 placas de cultura por
amostra, e incubadas por 24+2h a 37°C (2). Testes bioquimicos e
sorologicos foram realizados mnas colonias suspeitas. A
identificagdo final das colonias positivas foi realizada na Fundagéo
Oswaldo Cruz.

Resultados e Discussdo

Os niveis de contamina¢do de carcagas por Salmonella podem
variar em diferentes trabalhos devido a diferentes planos de
amostragens e limites de detec¢do da metodologia utilizada. Em
nosso estudo encontramos uma positividade em 12,22% (22/180)
das amostras. Percentuais entre 2,9 e 68,6% de positividade para
Salmonella em carcagas de frango inteiras ja foram descritos {4).

Tabela 1 - NMP de Salmonella em 22 amostras isoladas de
carcacas de frango resfriadas.

NMP (CELULAS/ML) % (Ntotal)
0-10 0 {0/22)
11-100 31,81 (7/22)

101 -1100 5455 (12/22)
>1100 13,63 (3/22)

Usando o método do NMP encontrou-se neste estudo a maior
parte das carcagas contaminada com >100 células/ mL. Nao houve
ocorréncia de carcagas contaminadas com NMP <10 células/mL
(Tabela 1). O NMP encontrado nas amostras analisadas foi
superior ao encontrado em experimentos realizados na Hoianda
(2), Bélgica (5) e Reino Unido (3). Os sorovares de Salmonella
isolados das amostras positivas foram Enteritidis,
Agona, Rissen, Heildelberg e Livingstone (Tabela 2). Os
problemas ae toxtnTec¢des alimentares causadas por Salmonella
sdo relatados mundialmente e o sorovar Entreritidis tem tido um
destaque especial desde a década de 90, quando constatou-se um
aumento na ocorréncia deste sorovar em casos de gastroenterites
em humanos e complicacdes hospitalares no tratamento das
mesmas. O sorovar Rissen tem sido pouco relatado em carcagas
de frango e em percentuais menores do que os encontrados nesta
pesquisa (5).

Tabela 2 - Sorovares de Salmonella e percentual de ocorréncia
nas amostras isoladas de ca'cagas de frango resfriadas.

SOROVAR Yo
S. Enteritidis 3333
S. Agona 33,33
S. Rissen 19,04
S Heidelberg 9,54
S. Livingstone 4,76
Conclusdo

A contaminagdo por Salmonella em carne de frango pode ser um
problema, e o risco de contaminagdo cruzada gerado pode ser
proporcional ao niimero de células presentes na carne de frango
crua (3). Assim, estudos para quantificagdo do nivel de infeccdo
por salmonelas em carcagas de frango auxiliam na avaliacdo da
exposi¢do ao risco, que traduz a necessidade de agdes a niveis de
industria e consumidor. A eliminagdo de Salmonella de carcagas
de frango e produtos derivados, nas medidas adotadas no abate e
processamento, deve ser auxiliada pelo controle da presenca do
agente a nivel de campo e também pela instru¢do do consumidor.
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CONTAGEM POR NMP E SOROVARES DE SALMONELLA ISOLADAS DE CARCACAS DE FRANGOS RESFRIADAS.

Anderlise Borsoi; Luciane Camargo; Carlos Tadeu Pippi Salle; Hamilton de Souza Moraes; Obiratad Rodrigues; Vladimir
Pinheiro do Nascimento.
Resumo:
A Salmonella € um dos mais importantes patégenos alimentares associados a carne de frango e produtos derivados. Para
auxiliar a avaliagdo de risco em adquirir infecgdo alimentar via carne de frangos que sofreram cocgéo inadequada ou
através de contaminagdo cruzada a partir destes, faz-se importante determinar a extensdo da contaminagao por esses
patégenos em carne crua. A adaptagdo de um método de numero mais provavel (NMP) afim de estimar a populagdo
bacteriana baseado em probabilidades estatisticas, foi desenvolvido no presente trabalho em carcacas de frango
resfriadas, para quantificar células de Salmonella presentes nas amostras. Foram identificados os respectivos sorovares
encontrados. O estudo foi realizado a partir da analise de 180 carcagas de frangos resfriadas, produzidas em companhias
da regido Sul do Brasil e adquiridas em varejos locais. A contagem de Salmonella foi realizada pelo método do numero
mais provavel (NMP) de células bacterianas por mL ou g, descrito por Dufrenne et al. e adaptado em volume de meio de
cultura para o enxague e agares para isolamento em placa. O enxague das carcacas foi realizado com 150 mL de agua
peptonada tamponada (AP) por 2 min. Apds o enxague, a AP foi dividida em nove tubos: 3 x 30 mL, 3 x 3mL e 3 x 0,3mL
(aos tubos com 0,3 mL foram adicionados 3 mL de AP) e incubados a 37°C por 18+2h. A partir das culturas de AP, 0,1mL
de cada um dos 9 tubos foi adicionado a outros 9 tubos com 10mL de caldo Rappaport Vassiliadis (RV) e incubados por
24+2h a 42°C. As culturas de RV foram estriadas em agar verde brilhante com novobiocina e agar XLT4, resultando 18
placas de cultura por amostra, e incubadas por 24+2h a 37°C. Testes bioquimicos e sorolégicos foram realizados nas
colénias suspeitas. A identificagdo final das coldnias positivas foi realizada na Fundagdo Oswaldo Cruz. Em nosso estudo
encontramos uma positividade em 12,22% (22/180) das amostras. Usando o método do NMP encontrou-se neste estudo a
maior parte das carcagas contaminada com >100 células/ mL. Nao houve ocorréncia de carcagas contaminadas com NMP
<10 células/mL Os sorovares de Salmonella isolados das amostras positivas foram Enteritidis, Agona, Rissen, Heildelberg
e Levingstone. A contaminagédo por Salmonella em carne de frango pode ser um problema, e o risco de contaminagéo
cruzada gerado pode ser proporcional ao numero de células presentes na carne de frango crua. Assim, estudos para
quantificagdo do nivel de infecgdo por salmonelas em carcagas de frango auxiliam na avaliagao da exposigéo ao risco, que
traduz a necessidade de agdes a niveis de industria e consumidor. A eliminagdo de Salmonella de carcagas de frango e
produtos derivados, nas medidas adotadas no abate e processamento, deve ser auxiliada pelo controle da presencga do
agente a nivel de campo e também pela instru¢do do consumidor. A adaptacdo da metodologia de NMP (através da
redugdo de meio de cultura para enxagle e uso de agar para isolamento com maior seletividade) proporcionou
recuperagdo mais apurada (concentracdo de células) de Salmonella presentes nas caragas, resultando em menor custos
de meios de cultura, maior agilidade no processo laboratorial e melhor retratacéo do perfil de células presentes.

Palavras Chave: Salmonella. NUmero mais provavel. Carcaga de frango



