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RESUMO

A avicultura em escala industrial sofre problemas decorrentes do elevado nimero de
frangos e das limitacdes do controle higiénico-sanitario, 0 que pode ocasionar um
grande namero de doencas. O uso de antimicrobianos como terapéutica é uma das
ferramentas existentes para o controle de patdgenos. Tais substancias também
podem ser usadas como aditivos na racdo e agua dos frangos, objetivando a
melhoria no ganho de peso e desenvolvimento animal. Entretanto, 0 uso em larga
escala de diferentes classes de antibidticos contribui para o desenvolvimento de
resisténcia e pode agravar o problema da disseminacdo de bactérias patogénicas
como Listeria monocytogenes e Salmonella spp. Estas duas bactérias estdo entre as
maiores causadoras de doencas transmitidas por alimentos (DTA) no mundo,
tornando-se importante problema em saldde publica atualmente. Diferentes estudos
isolaram cepas de L. monocytogenes e Salmonella spp. de alimentos, incluindo
carne de frango, e identificaram padrbes de resisténcia a varios antibioticos. O
presente estudo teve como objetivo pesquisar a ocorréncia e o perfil de
susceptibilidade aos antimicrobianos dos isolados de Salmonella spp. e Listeria
monocytogenes em 40 amostras de cortes de frango de diferentes marcas
comercializadas na cidade do Rio de Janeiro. Como resultado, 80% das amostras
resfriadas e 54,3% das amostras congeladas apresentaram contaminagcdo por
Salmonella e L. monocytogenes. Os sorotipos 1/2a, 1/2b, 1/2c e 4b, de L.
monocytogenes e o0s sorovares Agona, Heidelberg, Brandenburg, Infantis,
Worthington e Enteritidis de Salmonella. foram isolados. Através da Multiplex-PCR
de Doumith e colaboradores (2004) um exemplar da variante IVb-vl de L.
monocytogenes, normalmente relacionado a amostras clinicas, foi detectado entre
as amostras isoladas. Quanto a sensibilidade aos antimicrobianos testados, foi
detectada a resisténcia de trés isolados de L. monocytogenes a eritromicina,
enquanto houve sensibilidade a meropenem e trimetoprim-sulfametoxazol. Ja os
isolados de Salmonella spp. apresentaram resisténcia a ampicilina, amoxicilina + ac.

clavulanico, tetraciclina, ac. nalidixico, nitrofurantoina, ceftriaxona e aztreonam.

Palavras-chave: Listeria monocytogenes. Salmonella spp. Resisténcia. Carne de
Frango



ABSTRACT

Poultry farming on an industrial scale suffers problems due to the high number of
chickens and limitations of the hygienic- sanitary control, which may cause a huge
number of diseases. Antimicrobial therapy is one of the existing tools for the control
of pathogens. Such substances can also be used as additives in feed and water for
the chickens, aiming at the improvement in weight gain and animal development.
However, the large-scale use of antibiotics of different classes contributes to the
development of resistance and can aggravate the problem of spreading of
pathogenic bacteria such as Listeria monocytogenes and Salmonella spp. These two
bacteria are among the major cause of foodborne illness in the world, making it
important concepts in public health today. Different studies have isolated strains of L.
monocytogenes and Salmonella spp. of foods, including chicken and identified
different antibiotic resistance patterns. This study aimed to research the occurrence
and antimicrobial susceptibility profile of isolates of Salmonella spp. and Listeria
monocytogenes in 40 samples of chicken parts from different brands sold in the city
of Rio de Janeiro. Considering that 80 % of the cooled samples and 54.3 % of frozen
samples were contaminated by Salmonella and L. monocytogenes. The serotypes
1/2a, 1/2b, 1/2c and 4b of L. monocytogenes and serotypes Agona, Heidelberg,
Brandenburg, Infantis, Enteritidis and Worthington of Salmonella they were isolated.
By Multiplex -PCR Doumith and colleagues (2004) a copy of the IVb - v1 of L.
monocytogenes variant, usually related to clinical samples, was detected among the
samples. Concerning antibiotics sensitivity was detected resistance of three strains of
L. monocytogenes to erythromycin, there was sensitivity to meropenem and
trimethoprim - sulfametoxazole. The isolates of Salmonella spp shown resistance to
ampicillin, amoxicillin + clavulanic acid, tetracycline, nalidixic acid, nitrofurantoin,

ceftriaxone and aztreonam.

Key words: Listeria monocytogenes. Salmonella spp. Resistance. Poultry.
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1 INTRODUCAO

As mudancas no padrdo alimentar das duas Ultimas décadas tém levado a
carne de frango a um patamar mais elevado em relagdo ao consumo. Um dos
fatores que contribuiu para este aumento foi a abertura dos mercados, resultante do
processo de globalizacdo econdmica. Entre os principais paises produtores de carne
de frango, os Estados Unidos da América (EUA) ocupam a primeira posicado com
17.254 toneladas da producdo mundial e em seguida estdo a China com 13.000
toneladas e o Brasil ocupando a terceira posi¢cdo, com 12.691 toneladas em 2014.
Em conjunto, os trés paises correspondem a 49,89% da produc¢do mundial de carne
de frango (ABPA, 2015, VOILA; TRICHES, 2013).

O Brasil conquistou os mercados mais exigentes de carne de frango do
mundo. E o lider em exportacéo, atualmente chegando a 142 paises. Em 2010, a
previsdo de crescimento de producdo da carne de frango era alcancar 4,2%,
anualmente, nas exportagcées, com expansao prevista em 5,6% ao ano, mantendo a
lideranga mundial. A producéo brasileira, em 2014, alcangou 12,69 milhdes de
toneladas, sendo 95% de produtos in natura e 5% industrializados. O consumo per
capita aumentou para 42,78 Kg por habitante, segundo dados da Uniéo Brasileira de
Avicultura (UBABEF) e do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) (ABPA, 2015, BRASIL, 2010).

A cadeia produtiva de frango pode ser dividida em trés elos principais: a
producdo de insumos, onde se encontra a criacdo de frangos; a industrializacéo,
caracterizada pelos abatedouros (os chamados frigorificos); e a
comercializacao/distribuicdo, constituida pelas empresas que comercializam o
produto diretamente com o consumidor. A cadeia produtiva também é alimentada
por eixos auxiliares que fornecem a pesquisa e desenvolvimento genético,
medicamentos, milho, soja e outros insumos, equipamentos e embalagens (VOILA;
TRICHES, 2013).

A tecnologia empregada na producdo avicola visa otimizar a producéo,
atingindo melhores resultados econémicos e produzindo alimentos seguros e
saudaveis para o consumidor. A criacdo em escala industrial costuma ter um

elevado numero de frangos que somada as condicbes higiénicas do ambiente
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podem resultar em um grande numero de doencgas. Frente a isto, antimicrobianos
séo utilizados para o controle de enfermidades, como terapéutica, e também como

aditivos na racdo e agua dos frangos (SCHMITZ, 2006).

1.1 ANTIBIOTICOS NA AVICULTURA

Os antibibticos possuem importante papel na industria, sendo utilizados de
forma terapéutica para o tratamento de doencas infecciosas, e para estimulo do
crescimento e melhoramento de desempenho alimentar dos animais criados. A
avicultura € um dos setores que mais utiliza esta ferramenta em sua criacdo devido
a alta densidade de producédo e as condi¢cdes higiénicas das granjas, que podem
proporcionar a disseminacdo de patdgenos, gerando quadros infecciosos nos
animais, o que afetaria a produtividade (DALKE, 2006, SARMAH; MEYER; BOXALL,
2006).

O uso de antibidticos na dieta animal objetiva tratar animais doentes, prevenir
doenca em animais susceptiveis a infeccdo e promover o crescimento quando
administrados em baixas doses. O uso como promotores de crescimento é uma
tecnologia amplamente utilizada em criacbes de frangos de corte e apresenta
grandes beneficios na producéo, principalmente por melhorar o ganho de peso e
converséao alimentar além de reduzir a mortalidade (SANTOS et al, 2005).

A utilizacdo como promotores de crescimento se iniciou em 1950, como uma
alternativa a adicdo de substancias hormonais na alimentacdo animal, pratica esta,
gue se tornou proibida pela Instru¢do Normativa n® 17, de 18 de junho de 2004, que
proibe a administracdo, por qualquer meio, na alimentacdo e producao de aves, de
substancias com efeitos tireostaticos, androgénicos, estrogénicos ou gestagénicos,
bem como de substancias 3-agonistas, com a finalidade de estimular o crescimento
e a eficiéncia alimentar (BRASIL, 2004). Diferentes autores possuem opinides
divergentes quanto ao aumento do desempenho alimentar e ganho de peso de
pintos alimentados com racdes adicionadas de antibidticos. Alguns autores
relataram aumento do desempenho durante os primeiros 21 dias de crescimento
(LODDI et al, 2000, ZUANON; FONSECA; ROSTAGNO, 1998), enquanto outros

dizem ndo haver diferengas significativas entre o uso ou ndo de antibidticos
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adicionados & racdo (CORREA et al, 2003, SANTOS et al, 2005). Ainda assim, esta
€ uma opg¢ao muito utilizada na avicultura contemporanea.

No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
autoriza o uso de alguns tipos de aditivos antimicrobianos, anticoccidianos e
agonistas na alimentagcao animal. A relagdo de antimicrobianos autorizados para uso
exclusivo em ragdes para avicultura encontra-se no quadro 1. Dentre as principais
classes de antibioticos utilizados na avicultura, encontram-se os aminoglicosideos,
macrolideos, lincosamidas, pleuromutilinas, inibidores de folato, polimixina B,
quinolonas e fluoroquinolonas. A escolha do antibidtico adequado ao tratamento é
fundamentada no conhecimento de suas propriedades que devem se aproximar de
um antimicrobiano ideal, que séo: capacidade de eliminacédo (bactericida), inibicdo
do crescimento bacteriano (bacteriostatico), possuir amplo espectro de acao, ter alto
indice terapéutico, exercer atividade em presenca de fluidos organicos (exsudato,
pus, etc.), ndo ser agressivo ao organismo animal (atrapalhar o sistema imune e
produzir reacdes de sensibilizacdo), facil distribuicdo por tecidos e liquidos do
organismo em concentracdes adequadas, administracdo por diferentes vias (oral,
parenteral e local) preco acessivel e baixo desenvolvimento de resisténcia (MAPA,
2008, SANTANA et al, 2011).

Quadrol. Substancias antimicrobianas autorizadas
para uso veterinario como aditivos em racdes de
frangos de corte.

Substancias antimicrobianas

Avilamicina
Bacitracina Metileno Disalicilato
Bacitracina de Zinco
Colistina
Clorexidina
Enramicina
Espiramicina
Flavomicina
Halquinol
Lincomisina
Tilosina
Virginamicina

Fonte: MAPA, 2008.
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O uso indiscriminado destes agentes antimicrobianos, contudo, pode diminuir
a inocuidade do alimento por gerar o risco de contaminagdo biolégica, pelo
desenvolvimento e disseminacdo de cepas bacterianas resistentes a acdo dos
antibioticos. No Brasil, o MAPA recomendou que o0 uso de antimicrobianos
destinados a terapéutica deveria ser evitado como aditivos alimentares, promotores
de crescimento ou conservantes de alimentos para animais. Através da Instrucéo
Normativa n° 26, de 09 de julho de 2009 (que revogou a Portaria n° 193/1998),
proibiu o uso de anfenicdis, tetraciclinas, beta-lactamicos (benzilpenicilamicos e
cefalosporinas), quinolonas e sulfonamidas sistémicas como aditivos, sendo
permitidos somente para fins terapéuticos (BRASIL, 2009).

Existem barreiras ndo-tarifarias de restricdo ao consumo de carne de aves
alimentadas com racdes contendo antimicrobianos, principalmente em paises
europeus, tornando-se também um problema econdmico para 0s paises
exportadores que utilizam desta tecnologia. A Unido Europeia (EU) baniu o uso de
antimicrobianos como promotores de crescimento em 2006, desde entdo utilizou de
forte fiscalizacdo e proibicdo da entrada de carne contendo residuos de
antimicrobianos, isto porque o uso de antimicrobianos na alimentagdo animal
contribui para o desenvolvimento e disseminacdo de cepas resistentes a acéo
antimicrobiana. A criac@o de barreiras sanitarias € realizada com o intuito de garantir
e preservar a saude humana e animal dos possiveis riscos gerados pelos produtos
contaminados (CONSOLE, 2006, CORREA et al, 2003).

1.2 RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

A emergéncia de cepas resistentes a acdo de antimicrobianos se tornou um
complexo desafio no atual panorama da salde publica mundial. Na chamada era
pos-antibioticos, altas taxas de resisténcia tém sido observadas em bactérias
associadas a quadros infecciosos comuns, como infec¢cbes do trato urinario,
pneumonias e pequenas lesdes, em todos os continentes, segundo a Organizacao
Mundial da Saude (OMS) (WHO, 2014). Alguns micro-organismos podem possuir
resisténcia a um determinado agente antimicrobiano, ou a uma classe de agentes,

enguanto outros podem apresenta-la a diversos agentes ou classes, caracterizando-
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se como multirresistentes. Em alguns casos ndo existem antibidticos disponiveis
eficazes contra a infeccdo por alguns destes patdégenos, o que pode resultar em
surtos de bactérias multirresistentes (CDC, 2014).

A resisténcia microbiana pode ser definida como a capacidade de um micro-
organismo sobreviver, e muitas vezes multiplicar-se, na presenca de determinados
agentes antimicrobianos. Os genes de resisténcia podem se localizar no DNA
gendmico ou em plasmideos extracromossomiais. A resisténcia pode ocorrer por
mutacBes no material genético de uma bactéria, gerada por diferentes fatores,
externos ou internos, que por fim se propagam pelos clones sucedentes desta, ou
pela aquisicdo de DNA exdgeno, de outras bactérias. Pode ocorrer também por
conjugacdo, onde ha a transferéncia de plasmideos inteiros ou transposons
(sequéncias genéticas moveis capazes mudar sua posicdo pelo cromossomo,
podendo carrear segmentos de plasmideos, ou fragmentos do préprio cromossomo).
Outros métodos de obtencdo de material genético externo sdo a transducdo, onde
ocorre a transferéncia de material genético pela acdo de bacteriofagos, e a
transformacdo, baseada na aquisicdo de fragmentos gendmicos disponiveis no
ambiente externo apés a lise bacteriana (BRASIL, 2008, KONEMAN, 2008).

A resisténcia pode ser expressa de forma continua ou induzida a partir de
estimulos bioguimicos. Os mecanismos sdo variados e se apresentam de maneira
individual ou em conjunto, como multipla resisténcia em um Unico micro-organismo.
Dentre os mecanismos ja descritos encontram-se: a inativacdo dos agentes
antimicrobianos por acdo de enzimas secretadas no ambiente extracelular ou
ligadas a parede celular (muito encontrados em bactérias Gram-negativas);
alteracdes dos receptores dos antibioticos, reduzindo a afinidade de interacdo com
as proteinas de ligacao; alteracdo da permeabilidade por mudancas nas proteinas
transmembranares de transporte (porinas), por forca motriz da proteina reduzida ou
transporte ativo por “bombas” de efluxo; e o desvio do bloqueio metabdlico, pela
obtencdo de metabdlitos pré-formados (KONEMAN, 2008).

Os alimentos se tornaram importantes veiculos de disseminacdo de
resisténcia microbiana, seja pelo acumulo de residuos destas substancias ou pela
transferéncia de genes na microbiota presente. O uso abusivo de antibidticos
durante a criacdo de frangos gera o risco de desenvolvimento e disseminacao de
cepas bacterianas resistentes, tornando-os alvo de grande preocupacgdo na area da

saude. Algumas bactérias dos géneros Salmonella e Listeria monocytogenes estéo
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entre os patdégenos humanos de destaque por causarem quadros graves de doencas
transmitidas por alimentos (DTA), o que somado a possibilidade de surgimento de
cepas resistentes se tornam alvos importantes na avaliacdo da inocuidade de
produtos alimenticios (AKBAR; ANAL, 2013).

Durante seu estudo, Alvarez-Fernandez e colaboradores (2012) avaliaram a
sensibilidade a alguns antimicrobianos, dos sorovares de Salmonella spp.,
encontrados em carne de frango, no nordeste da Espanha. Foi observada a
predominéancia de resisténcia aos antibidticos rifampicina, eritromicina e acido
nalidixico. A multirresisténcia aos antimicrobianos foi relatada em 40 de 73 cepas
das amostras de 1993 e 19 de 153 cepas das amostras de 2006.

No Brasil, Costa e colaboradores (2013) investigaram a resisténcia de 1.234
cepas de Salmonella spp. frente a classes de antibioticos beta-lactamicos
(ampicilina, cefalotina, cefoxitina, ceftriaxona, ceftiofur, ceftiazidima e imipenem),
fenicois (cloranfenicol), tetraciclinas (tetraciclina), quinolonas (acido nalidixico e
ciprofloxacina), aminoglicosideos (gentamicina), inibidores de folato (trimetroprim-
sulfametoxazola) e nitrofuranos (nitrofurantioina). Dos achados, 32% foram
sensiveis a acdo dos antibidticos, 13,5% foram considerados intermediarios e 54,5%
constataram resisténcia a pelo menos um agente antimicrobiano.

Em um estudo, na Malasia, sobre a caracterizacdo genotipica e avaliacdo da
sensibilidade aos antimicrobianos de cepas de L. monocytogenes isoladas de
alimentos prontos para o consumo, incluindo frango cozido e produtos de frango, foi
avaliada a resisténcia de 32 cepas a tetraciclinas, fluoroguinolonas, cefalosporinas e
fosfomicinas, onde 53,1% foram resistentes a penicilina G, 15,6% a tetraciclina,
12,5% a amoxicilina + &cido clavulanico, 9,4% a vancomicina, 6,3% a eritromicina e
3,1% a clindamicina, estreptomicina, canamicina e cloranfenicol (JAMALI; THONG,
2014).

Outro estudo de isolamento de Listeria spp. em carnes prontas para o
consumo, na Espanha, constatou a presenca de 206 cepas de L. monocytogenes,
gue foram submetidas ao teste de sensibilidade a 20 antimicrobianos. Destes
isolados, 71 apresentaram resisténcia a um ou dois antimicrobianos testados e
somente, 2,9% apresentaram multirresisténcia, ou seja, resisténcia acima de trés
antibidticos em conjunto. A resisténcia a oxacilina foi a mais registrada, no estudo
(GOMEZ et al, 2014).
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O monitoramento da resisténcia aos antimicrobianos €& essencial para
mensurar a magnitude e tendéncias deste problema, visando o planejamento de
intervencdes capazes de atenua-lo. O Brasil, através da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa), implantou de 2006 a 2008, o Programa Nacional de
Monitoramento da Prevaléncia e da Resisténcia Bacteriana em Frango (PREBAF), a
partir de amostras de carcagas de frango congeladas coletadas no comércio. Em
2005, a comissdo do Codex Alimentarius elaborou um “Codigo de Praticas para
Minimizar e Conter a Resisténcia Antimicrobiana”, encorajando os paises membros a
implantarem programas de vigilancia frente ao problema da resisténcia aos
antimicrobianos (BRASIL, 2008). Cabe a vigilancia sanitaria, com o auxilio dos
laboratorios de analises para o0 suporte técnico-cientifico, utilizar de acbes de
manutencdo da qualidade destes produtos e preservacdo da seguranca alimentar
dos consumidores.

Nos EUA existe o National Antimicrobial Resistance Monitoring System for
Enteric Bacteria (NARMS), criado em 1996 como um programa de colaboracgéo entre
0 Centers for Disease Control and Prevention (CDC), o Food and Drug
Administration (FDA) e o United State Department of Agriculture (USDA) para o
monitoramento da resisténcia aos antimicrobianos de bactérias entéricas isoladas de
humanos e alimentos. Fornecendo apoio a saude publica por gerar informacdes
relevantes sobre surgimento de resisténcia bacteriana, as formas de disseminacgéo
de resisténcia e como as infec¢cdes por micro-organismos resistentes diferem de
infec¢des por micro-organismos susceptiveis (CDC, 2015a).

Também nos EUA existe o Clinical laboratory Satandards Institute (CLSI),
responsavel pelo estabelecimento da padronizacdo de metodologias clinicas e
laboratoriais para a pesquisa de susceptibilidade aos antimicrobianos, auxiliando a
pesquisa e 0 monitoramento, ndo somente em nivel nacional como também global
(CLSI, 2015).

O monitoramento da resisténcia a antimicrobianos na Europa, é de
responsabilidade do European Food Safety Authority (EFSA), que providencia apoio
cientifico e aconselhamento aos gestores sobre 0s riscos a saude humana e animal,
relacionado com a possivel emergéncia, difusdo e transferéncia de resisténcia
antimicrobiana na cadeia produtiva e em populagdes animais (EFSA, 2015).

A Europa também utiliza os padrdes do CLSI disponiveis, para os estudos

relacionados a resisténcia a antimicrobianos, porém, também possui o European
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Comitte on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). Diferentes paises
europeus possuiam seus proprios padrdes nos métodos de disco-difusdo e
Concentracdo Minima Inibitéria (CIM) para pesquisa de resisténcia, incluindo o
British Society for Antimicrobial Chemotherapy (BSAC/Reino Unido), o Committé
Antibiogramme — Société Francaise de Microbiologie (CA-SFM/Franca), Germany
Institute for Standarization (DIN-Alemanha) e o Swedish Reference Group for
Antibiotics (SRGA-Suécia), entre outros. O EUCAST foi formado em 1997, pela
necessidade de haver uma padronizacdo na metodologia de analise de resisténcia
no continente europeu. Hoje, muitos paises europeus adotam os padrdes
estabelecidos por este comité, que anualmente disponibiliza seus breakpoints em
documentos atualizados (EUCAST, 2013, MATUSCHEK; BROWN; KAHLMETER,
2014).

1.3 VIGILANCIA SANITARIA

A comercializacdo de alimentos necessita de adequada fiscalizacdo e
inspecao por parte de 6rgdos competentes para garantir o acesso do consumidor a
um alimento seguro. Segundo a Lei Organica de Seguranca Alimentar e Nutricional
(Lei n°® 11.346, de 15 de setembro de 2006), entende-se por seguranca alimentar e
nutricional:

A realizacdo do direito de todos ao acesso regular e permanente a
alimentos de qualidade, em quantidade suficiente, sem comprometer o
acesso a outras necessidades essenciais, tendo como base préaticas
alimentares promotoras de salde que respeitem a diversidade cultural e
gue sejam ambiental, cultural, econdmica e socialmente sustentaveis
(BRASIL, 2006).

Um alimento seguro é livre de contaminacao fisica, quimica ou bioldgica que
possa por em risco a saude do consumidor. A colonizacdo microbioldgica da carne
de frango € um importante fator de risco a ser considerado quando se trata de sua
qualidade. Existem diferentes fontes e rotas de contaminagdo, sejam elas
intrinsecas ao organismo animal, devido a microbiota anfibidntica de seus tecidos
como a pele e o trato gastrointestinal; ou associadas ao processo produtivo como

falhas na manipulacdo, por contaminacdo cruzada de utensilios e equipamentos
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indevidamente higienizados e armazenamento indevido. As consequéncias geradas
pela contaminagdo microbiana podem variar desde a deterioragdo da carne,
alterando suas caracteristicas sensoriais e diminuindo a vida de prateleira, até a
ocorréncia de DTA nos consumidores (JAY, 2005a).

Patdgenos humanos, sobreviventes as etapas de processamento dos
alimentos, podem originar quadros infecciosos a partir da ingestdo de alimentos
contaminados. Os micro-organismos mais prevalentes e considerados de grande
importancia, encontrados em carnes e derivados, sao Campylobacter spp.,
Salmonella spp., Escherichia coli O157:H7 e outras E. coli patogénicas, L.
monocytogenes, Staphylococcus aureus e Clostridium perfringens. Outros
patdogenos considerados emergentes, ou seja, previamente descritos, porém,
recentemente relacionados a ingestdo de alimentos contaminados, tém recebido
grande destaque. Entre eles encontram-se Campylobacter jejuni, Salmonella
Typhimurium DT104, Arcobacter butzleri, Mycobacterium avium  subsp.
paratuberculosis, Aeromonas hydrophila e prions (MOR-MUR; YUSTE, 2010).

A vigilancia sanitaria, por sua vez, possui um importante papel em acdes
capazes de minimizar, eliminar ou prevenir 0os riscos a saude e de intervir nos
problemas sanitarios decorrentes do meio ambiente, da producdo e circulacdo de
bens e da prestacdo de servicos de interesse a saude. Portanto, estd incluido o
controle de bens de consumo, em todas as etapas e processos (BRASIL, 1990).

A Anvisa estabeleceu os padrdes microbiolégicos para alimentos, incluindo
carnes de aves resfriadas ou congeladas, “in natura” (carcacas inteiras, fracionadas
ou cortes) pela Resolucgdo RDC n°® 12, de 2 de janeiro de 2001, indicando a
tolerancia de 10* unidades formadoras de coldnia (UFC) para coliformes a 45°C, por
grama de amostra (BRASIL, 2001a). Ja a Resolucdo RDC n° 13, de 2 de janeiro de
2001, informa que a carne de aves e seus miudos crus, resfriados ou congelados
apresentam niveis criticos de Salmonella spp. e ndo existem medidas efetivas de
controle que possam elimina-la, visto que o processo tecnoldgico utilizado pelas
indUstrias produtoras ainda ndo assegura a eliminagdo completa do micro-
organismo. Portanto foi estipulada a inclusdo, na rotulagem destes produtos, das
instrucdes de uso, preparo e conservacdo para auxilio do consumidor para o
controle do risco associado ao seu consumo (BRASIL, 2001b).

N&o existem critérios na legislagédo brasileira para pesquisa de outros micro-

organismos que podem ser encontrados em carne de frango. O risco de
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contaminagao néo pode ser negligenciado devido aos fatores de influéncia da cadeia
produtiva, capazes de tornar este alimento um veiculo de transmisséo pelo aumento
de sua carga microbiana e pela possibilidade de colonizacdo de patdbgenos humanos
como Salmonella spp., L. monocytogenes e E. coli O157:H7 (JAY, 2005a). Apesar
desse tipo de alimento ser consumido apds o cozimento, o que deve eliminar a
presenca desses patdgenos, existe o risco da ocorréncia de contaminagéo cruzada

durante o preparo, comprometendo alimentos prontos para 0 consumo.

1.4 Salmonella spp.

As bactérias do género Salmonella pertencem a familia Enterobacteriaceae.
Sao bastonetes Gram-negativos, anaerdbios facultativos, ndo esporulados e em sua
maioria moveis, por flagelos peritriquios. O género é quimio-organotrofico,
metabolizando nutrientes por ambos os caminhos de fermentacdo e oxidacdo, e
cataboliza D-glicose e outros carboidratos produzindo acido e gas, porém nao
fermentam lactose e sacarose. Possuem crescimento Otimo em temperaturas
aproximadas a 37°C, e sdo capazes de crescer em meio citrato como Unica fonte de
carbono, geralmente produzindo sulfeto de hidrogénio. Sao oxidase negativa,
catalase positiva e ndo produzem a enzima urease (D’AOUST; MAURER, 2007).

O género Salmonella possui apenas duas espécies, Salmonella enterica e
Salmonella bongori. A Salmonella enterica possui seis subespécies: enterica,
salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica e possuem 2.610 sorovares
distribuidos entre as subespécies de S. enterica e S. bongori, sendo que a
subespécie enterica concentra 1.547 sorovares (GUIBOURDENCHE et al, 2010,
LPSN, 2016a).

A identificacdo dos sorovares de Salmonella é realizada através de testes
sorologicos de aglutinagédo de anticorpos Salmonella-especificos com antigenos de
superficie, que incluem o somatico O (termoestavel), lipopolissacarideos (LPS),
presentes na superficie da membrana externa da bactéria; flagelina H (termolabel),
associada com os flagelos peritriquios; e o antigeno capsular (Vi), que ocorre

somente nos sorovares Typhi, Paratyphi C e Dublin. Além disso, podem ser
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classificados em sorogrupos, de acordo com os fatores somaticos (D’AOUST;
MAURER, 2007).

As salmonelas possuem ampla distribuicAo na natureza, podendo ser
encontradas na agua e no solo, porém, seu habitat primario é o trato gastrintestinal
de animais e em algumas vezes do homem, o que pode ocasionar contaminacéo de
alimentos. Em sua epidemiologia, podem ser distribuidas em trés grupos: as que
infectam somente seres-humanos como S. Typhi, S. Paratyphi A, S. Paratyphi C;
sorovares adaptados ao hospedeiro, podendo alguns serem patdégenos humanos
como S. Gallinarum e S. Pullorum (frango), S. Dublin (bovinos), S. Abortus-equi
(Equinos), S. Abortus-ovis (ovinos) e S. Choleraesuis (suinos); e sorovares nao-
adaptados, sem preferéncia por hospedeiro (JAY, 2005b).

Os sorovares de Salmonella, mais especificamente da subespécie enterica,
estdo entre os mais importantes patdgenos alimentares conhecidos, conduzindo a
milhdes de casos de doencas entéricas no mundo. Dentre os dez sorotipos mais
comuns a causarem infeccbes em humanos, oito também se incluem entre os
normalmente identificados em pelo menos uma fonte de alimento de origem animal
(HUR; JAWALE; LEE, 2012).

Um dos mais importantes sorovares de Salmonella é o Enteritidis,
considerada uma importante causa de doencas humanas com sintomas de febre,
vomito, diarreia e dores abdominais. Os grupos de risco a estas infec¢des incluem,

gestantes (abaixo de 3 meses), idosos e imunocomprometidos (MEZAL et al, 2014)

1.4.1 Salmonelose

Existem trés quadros de infeccdo humana causados por Salmonella spp.: a
febre tifoide, causada por S. Typhi — patégeno exclusivo de seres humanos, néo
possuindo reservatérios animais. Essa infec¢do possui sintomas graves que incluem
septicemia, febre alta, diarreia e vomitos, com chances de cronificacdo, tornando o
hospedeiro um portador crénico e disseminador da bactéria. A febre entérica,
causada por S. Paratyphi (A, B e C) — possui sintomas clinicos mais brandos em
relacdo a febre tifoide, podendo evoluir para septicemia e frequentemente

gastrenterite, febre e vOmitos. As infec¢cdes entéricas, decorrentes de outras
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salmonelas — as chamadas salmoneloses desenvolvem quadros de infeccéo
gastrintestinal, tendo como sintomas dores abdominais, diarreia, febre baixa e
vomitos. A salmonelose € uma gastrenterite que pode evoluir para quadros de
infeccbes sistémicas, em individuos imunocomprometidos (SHINOHARA et al,
2008).

As salmoneloses sdo antropozoonoses, isto €, possuem reservatérios animais
(selvagens ou domeésticos) em seu ciclo de transmissdo. O contagio aos seres-
humanos ocorre principalmente pela a ingestao de alimentos ou agua, contaminados
direta ou indiretamente por fezes contendo esta bactéria. Pode ocorrer também a
transmissdo entre humanos (cerca de 10%) em criangcas menores de um ano e
idosos, causada por portadores assintomaticos (TERRIER; MARTINEZ, 2006).

A patogenicidade das salmonelas varia de acordo com seu tipo soroldgico, a
idade e as condi¢gbes de saude do hospedeiro. Normalmente nas salmoneloses, as
bactérias ingeridas atravessam o estbmago e conseguem se multiplicar e aderir as
células epiteliais da regido ileocecal. Posteriormente, interiorizam as células da
mucosa, danificando-as e migrando para a lamina proépria, induzindo uma resposta
inflamatéria do hospedeiro com hipertrofia e hiperplasia dos foliculos linfoides, pela
producdo de prostaglandinas, que estimulam a adenosina monofosfato ciclico
(AMPc), produzindo secrec¢éo ativa de fluidos, resultando em diarreia. Porém ha a
chance de ocorrerem manifestacdes sistémicas, onde a bactéria alcanca os
linfonodos mesentéricos, conseguindo em seguida se disseminar para outros tecidos
como figado e baco, continuando sua multiplicacdo e atingindo a corrente sanguinea
(CARDOSO; CARVALHO, 2006).

Na maioria dos casos de salmonelose, a infec¢cdo € auto-limitante. Contudo,
cerca de 8% de pacientes desenvolvem o quadro de bacteremia, e destes, 5-10%
desenvolvem infec¢des localizadas. A bacteremia por salmonelas nao-tifdides €
normalmente secundaria a gastrenterite em criancas, mas € presente como
manifestacdo primaria em adultos imunocomprometidos (HUANG et al, 2012).

O potencial infectivo das salmonelas depende de seus fatores de viruléncia,
essenciais a patogenicidade. Dentre estes fatores podemos citar as fimbrias, que
possuem papel de adesdo a superficies, persisténcia ambiental, formacdo de
biofiimes e sdo capazes de mediar a fixacdo a célula hospedeira. Quatro tipos de

fimbrias ou pilli tém sido descritos geneticamente: fimbria do tipo | (Fim), codificadas
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por plasmideos; fimbria polar longa; fimbrias agregativas e a fimbria especifica de
Salmonella Enteritidis (DARWIN; MILLER, 1999).

1.4.2 Epidemiologia

Baseado em resultados de levantamentos epidemioldgicos realizados em
diversos paises desenvolvidos e em desenvolvimento, Salmonella spp. é
considerada a segunda principal causa de doencas de origem alimentar
(CAVALCANTI; ARAUJO; SILVA, 2010).

O CDC, nos EUA, costuma notificar casos de doencas transmitidas por
alimentos causados por Salmonella spp., anualmente. No periodo de junho de 2012
a abril de 2013, foram notificados 134 casos de infeccbes por Salmonella Heildeberg
em 13 estados americanos, e o consumo de frango foi um fator em comum entre 0s
doentes. Outro surto, onde 158 pessoas adoeceram em 30 estados diferentes, foi
notificado pelo CDC e relacionado aos sorovares Salmonella Infantis, Salmonella
Lille, Salmonella Newport e Salmonella Mbandaka (CDC, 2013a, 2013b).

Em um estudo sobre a prevaléncia de Salmonella em carne de frango entre
0s anos de 1993 e 2006, foi constatada diminuicdo da prevaléncia de 55%, em 1993,
para 12,4% de amostras positivas em 2006. Dados epidemioldgicos da Unido
Europeia informam que a incidéncia de infeccbes por Salmonella spp. em 2009 foi
de 23,7 casos por 100.000 pessoas, com um total de 108.614 casos confirmados.
Neste mesmo ano foram constatados 1.772 surtos relacionados ao consumo de
alimentos contaminados, correspondendo a 31% de todos os surtos de DTA
registrados (ALVAREZ-FERNANDEZ et al, 2012).

1.5 Listeria monocytogenes

O ogénero Listeria é composto por cocobacilos Gram-positivos, nao
esporulados, catalase positiva, e capazes de produzir acido latico a partir da glicose

e de outros acucares. Possui 17 espécies: Listeria denitrificans, Listeria
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fleischmannii, Listeria grayi, Listeria innocua, Listeria monocytogenes, Listeria
murrayi, Listeria rocourtiae, Listeria seeligeri, Listeria weihenstephanensis, Listeria
welshimeri, Listeria Ivanovii, Listeria aquatica, Listeria cornellensis, Listeria
floridensis, Listeria grandensis e Listeria marthii. Dentre estas, duas s&o
consideradas patogénicas: L. monocytogenes para humanos e L. ivanovii para
outros mamiferos (JAY, 2005c, LPSN, 2016b, VASCONCELOS, 2008).

A espécie L. monocytogenes se encontra amplamente espalhada pelo meio-
ambiente, em vegetais em decomposicdo, solo, ambientes Umidos e também em
fezes de animais. E o agente etioldgico da listeriose humana, doenca que pode ser
manifestada de diversas maneiras dependendo do estado imunolégico do
hospedeiro. Porém, as maiores causas de listeriose ainda sdo por contaminacao de
alimentos (TODD; NOTERMANS, 2011, VASCONCELOQOS, 2008).

A espécie possui 13 sorovares identificados que podem causar doencas:
1/2a; 1/2b; 1/2c; 3a; 3b; 3c; 4a; 4b; 4c; 4d; 4e; 4ab e 7, classificados em trés
diferentes linhagens: | (1/2a; 3a; 1/2c; 3c;); Il (1/2b; 3b; 7; 4b; 4d; 4e); lll (4a, 4c).
Dentre estes sorovares, trés se destacam por maior prevaléncia em alimentos: 1/2a;
1/2b e 4b, com mais de 90% dos casos de listeriose registrados (DOUMITH et al,
2004).

A maioria dos casos relatados de listeriose se concentra na Europa e EUA.
Em paises nordicos, por exemplo, a listeriose obteve incidéncia de 4 a 8 casos por
milhdo de habitantes, em 2001. Entretanto, a possibilidade de surtos ocorrerem no
Brasil ndo pode ser descartada (GUDBJORNSDOTTI et al, 2004, JAY, 2005c).

1.5.1 Listeriose Humana

A bactéria L. monocytogenes tem sido isolada em humanos desde o inicio
da década de 1920. Entretanto, ndo foi considerada importante causa de infec¢des
neonatais até a segunda guerra mundial. A partir da segunda metade do século 20,
quadros de imunocomprometimento foram identificados como os principais fatores
de risco para listeriose em adultos. O desenvolvimento de altos regimes
imunossupressores para transplantes de 6rgdos ou de medula Ossea, e a

emergéncia da epidemia do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), elevaram o
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risco relativo do desenvolvimento de listeriose em 500 vezes, comparados a
populacao geral (LECUIT, 2007).

A listeriose possui uma caracteristica contraria a maioria das demais
doencas transmitidas por alimentos. Normalmente, os quadros de DTA apresentam
alta incidéncia contrabalanceada com uma baixa morbidade e mortalidade. Isto se
inverte na listeriose, que apesar de mais rara, possui taxa de mortalidade superior a
30% mesmo com tratamento antimicrobiano administrado adequadamente (LECUIT,
2007).

A rota natural de infeccéo é pelo trato gastrointestinal e por ser uma bactéria
intracelular facultativa, pode atravessar a barreira intestinal e se disseminar através
dos linfonodos mesentéricos até o baco e o figado. Caso a infeccdo ndo seja
controlada neste ponto, pode desenvolver bacteremia (prolongada e assintomatica),
rompendo outras barreiras como a hematoencefédlica e a placenta, causando
quadros de encefalite e meningite em pacientes imunocomprometidos, e infecgdes
neonatais e abortos, em pacientes gravidas. Uma rota alternativa de infeccédo € a
das superficies das mucosas até o sistema nervoso central pela bainha do nervo
periférico e terminando no nervo trigémeo, podendo levar ao desenvolvimento do
quadro neuroldgico da doenca em neonatos e adultos imunocomprometidos (DISSO;
LECUIT, 2013, PERES, 2007).

A infeccéo de células do epitélio intestinal ocorre, de um modo geral, por um
processo que requer a interacdo da proteina internalina A (InlA), presente na
superficie da célula bacteriana, com a caderina epitelial (E-caderina) expressa na
superficie das células epiteliais. H4 também a producédo da internalina B (InIB), que
interage com o0s receptores de superficie dos fatores de crescimento das células
hepaticas, atuando na internalizacdo da bactéria (PAMER, 2004).

Outra proteina importante na patogénese de L. monocytogenes € a
listeriolisina O (codificada pelo gene hly), responsavel pelo escape do fagossomo,
através da destruicdo da membrana fagossomal, permitindo a invaséo do citoplasma
da célula hospedeira. A mobilidade intracelular é ativada pela expressao da proteina
de montagem e inducdo da actina (ActA), responsavel por criar polimeros de actina
que impulsionardo as bactérias, possibilitando a translocacdo para as células
vizinhas, através do citoplasma. A invasao do citoplasma, contudo, possui desafios
nutricionais e uma das formas de ultrapassar esta barreira € a expressdo de uma

hexose-fosfato translocase (Hpt), que permite a absorcdo de glicose-6-fosfato
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disponivel no citoplasma celular (estirpes que ndo possuem Hpt sdo menos
virulentas) (PAMER, 2004).
Os quadros clinicos descritos para infec¢cdes de L. monocytogenes, em

adultos, estéo listados no quadro 2.

Quadro 2 — Manifestagdes clinicas descritas em infeccdes em adultos por L.
monocytogenes
Doenca do Sistema Nervoso Central:

Meningite
Meningoencefalite
Abcesso

Infeccdes Focalizadas:

Celulite
Linfadenite
Hepatite e abcesso hepético
Miocardite

Arterite
Endoftalmite
Colecistite
Peritonite

Abcesso Esplénico
Pneumonia

Artrite
Osteomielite
Pericardite

Sepse

Endocardite
Gastrenterite

Fonte: DOGANAY, 2003



28

Outra proteina importante na patogénese de L. monocytogenes € a
listeriolisina O (codificada pelo gene hly), responsavel pelo escape do fagossomo,
através da destruicdo da membrana fagossomal, permitindo a invaséo do citoplasma
da célula hospedeira. A mobilidade intracelular € ativada pela expressao da proteina
de montagem e inducdo da actina (ActA), responsavel por criar polimeros de actina
que impulsionardo as bactérias, possibilitando a translocacdo para as células
vizinhas, través do citoplasma. A invasdo do citoplasma, contudo, possui desafios
nutricionais e uma das formas de ultrapassar esta barreira € a expressdo de uma
hexose-fosfato translocase (Hpt), que permite a absorcédo de glicose-6-fosfato
disponivel no citoplasma celular (estirpes que nao possuem Hpt sdo menos
virulentas) (PAMER, 2004).

Existem outros diferentes fatores de viruléncia importantes nas etapas da
infeccdo de L. monocytogenes. Entre eles encontram-se proteinas de superficie
como as autolisinas, responséaveis pela liberacao ativa de compostos imunogénicos
(por exemplo, a proteina P60, aparentemente envolvida no processo de invasao
celular); as desacetilases, capazes de desacetilar a peptidoglicana bacteriana,
sendo uma etapa essencial para a resisténcia contra a imunidade inata do
hospedeiro; proteinas ligadoras de fibronectina (FbpA), necesséarias para a
colonizacdo do intestino e figado (FbpA interage imobilizando a fibronectina humana,
aumentando a aderéncia bacteriana); dominios Ig-like, que possuem papel essencial
na resposta imune em vertebrados, na adesdo celular e em muitos outros
processos; proteinas transportadoras como a OppA (transporta oligopeptideos
necessarios para o0 crescimento em baixas temperaturas e participa na
sobrevivéncia intracelular em macréfagos) (BIERNE; COSSAT, 2007).

1.5.2 Epidemiologia

Apesar de ser menos documentado como um patdégeno causador de DTA,
quando comparado a Campylobacter e Salmonella, o quadro de listeriose tem
recebido destaque nos ultimos anos. Registros do CDC indicam que cerca de 1.600
pessoas adoecem por ano, nos EUA, e 90% das pessoas infectadas sdo mulheres

gravidas, recém-nascidos, idosos, e individuos imunocomprometidos. Atualmente, L.
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monocytogenes ocupa o terceiro lugar como maior causador de mortes por ingestao
de alimentos contaminados (CDC, 2013c, VASCONCELOQOS, 2008).

Segundo Swaminathan e colaboradores (2007), a emergéncia da listeriose é
resultado de complexas interacdes entre varios fatores, que incluem: melhoramento,
nos ultimos 50 anos, da medicina, saude publica e nutrigdo, que resultam no
aumento da expectativa de vida; a grande expansédo do imunocomprometimento
devido ao uso de medicamentos imunossupressores para o tratamento de doencas,
como em individuos transplantados; mudancas nas praticas de producdo de
alimentos, como o aumento do uso de refrigeragdo como método priméario de
preservacdo e mudancas nos hébitos alimentares, incluindo aumento no consumo
de alimentos prontos para 0 consumo que necessitam de pouco cozimento antes da
ingestao.

Em um estudo de casos realizado em um hospital no Rio de Janeiro, Martins
e colaboradores (2010) registraram seis casos confirmados de pacientes infectados
por L. monocytogenes, cinco durante a internacdo e um ja na consulta clinica, no
periodo de agosto de 2006 a junho de 2007. Todos os pacientes eram idosos com
média de idade de 80 anos e apresentavam quadros de imunocomprometimento.
Dentre as infecgbes registradas, uma foi causada pelo sorotipo 3b e cinco pelo
sorotipo 1/2b onde trés apresentaram bacteremia.

O risco de resisténcia aos antimicrobianos também é presente ao se tratar de
Listeria. Em um estudo em Ankara realizado por Yiicel, Citake e Onder (2005) foi
registrada a ocorréncia de L. monocytogenes em 11,5% das amostras de carne de
frango analisadas. Do total de 79 cepas de Listeria spp. encontradas no estudo, foi
confirmada a resisténcia a um ou mais agentes antimicrobianos testados (ampicilina,
cloranfenicol, cefalotina, ciprofloxacina, canamicina, trimetoprim-sulfametoxazol,
acido nalidixico, tetraciclina e tobramicina) em cepas de L. monocytogenes, L.

innocua, L. welshimeri e L. murrayi.
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1.6 JUSTIFICATIVA

A resisténcia aos antimicrobianos tornou-se um tema relevante a ser
encarado pelos 6rgdos de salde publica mundiais. Estudos apontam que diversos
tipos de alimentos sdo potenciais veiculos de transmissdo de resisténcia e
possivelmente estdo associados a surtos por bactérias resistentes. Dentre o0s
motivos para a ocorréncia de bactérias resistentes em alimentos encontra-se a larga
utilizacao de agentes antimicrobianos na criacdo de animais de produgéo.

O uso de antibidticos na avicultura ocorre para fins terapéuticos ou por
suplementacdo na alimentacéo. Diferentes pesquisadores relataram a presenca de
bactérias resistentes em amostras de carne de frango comercializadas e as
bactérias Salmonella spp. e L. monocytogenes sao exemplos de patdgenos que ja
apresentaram resisténcia a um ou mais agentes antimicrobianos, apresentando
elevada prevaléncia nestes produtos. De acordo com o CDC, Salmonella spp. e L.
monocytogenes estao entre as trés primeiras posi¢cdes no ranking de classificacao
de agentes causadores de morte por contaminacdo, nos EUA, e seus quadros
infecciosos se agravam em pessoas com imunodeficiéncia, idosos, gestantes e
recém-nascidos.

A vigilancia sanitaria em alimentos € importante no que diz respeito a
qualidade e seguranca alimentar dos produtos e para a reducao de riscos a saude
do consumidor. Baseado nas disposi¢cfes do artigo sexto da Lei 8080/1990, estéao
incluidas no campo de atuacdo do Sistema Unico de Saiude (SUS) as acdes de
vigilancia sanitaria e a fiscalizacdo de alimentos, 4guas e bebidas para o consumo
humano, segundo os itens | e VIII do presente artigo, respectivamente (BRASIL,
1990).

No Brasil, a Resolugdo RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001, nao estipula
critérios para estas duas bactérias. Levando em conta os varios estudos apontando
a prevaléncia dessas bactérias em carne de frango e o perigo da presenca de
bactérias resistentes aos antimicrobianos, o estudo voltado para a pesquisa de
Salmonella spp. e Listeria monocytogenes em carne de frango no municipio do Rio
de Janeiro e a caracterizacdo do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos,

podera gerar dados importantes para Vigilancia Sanitaria e para outros estudos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Pesquisar a ocorréncia e o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos dos
isolados de Salmonella spp. e Listeria monocytogenes em amostras de cortes de

frango de diferentes marcas comercializadas na cidade do Rio de Janeiro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Pesquisar e realizar o isolamento de Salmonella spp. e Listeria monocytogenes
a partir de cortes de frango vendidos no varejo;
Determinar a presenca dos diferentes sorotipos de Listeria monocytogenes
através da sorologia e tipagem molecular pela técnica da Multiplex-PCR;

v' Realizar a sorologia polivalente para confirmacao da presenca de Salmonella
spp. e identificar os sorovares presentes;

v Determinar o perfil de susceptibilidade destes micro-organismos aos
antimicrobianos clinicamente relevantes para o tratamento de infecgces por eles

causadas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAGEM

No periodo de fevereiro a maio de 2014, foram adquiridas 40 amostras de
cortes de frango (35 congeladas e 5 resfriadas), de 24 diferentes marcas,
comercializadas em embalagens contendo 1,0 Kg dos tipos: coxa, sobrecoxa,
coxinhas das asas, peito e frango a passarinho (que consiste em varios cortes
pequenos de frango, geralmente da asa, cortada em trés partes), de forma individual
ou em combinacdo, comercializadas em supermercados do municipio do Rio de
Janeiro. As amostras foram transportadas em bolsas plasticas ao Setor de Alimentos
do Departamento de Microbiologia do Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saude, onde foram imediatamente analisadas ou, no caso da impossibilidade de
andlise imediata, armazenadas sob refrigeracdo entre 2 a 8 °C por, no maximo, 24
horas.

3.2 PREPARO DA AMOSTRA

Na etapa inicial da andlise foi utilizada a técnica da enxaguadura, segundo o
Microbiology Laboratory Guidebook - USDA/ FSIS, que consiste na remocéao fisica
dos micro-organismos presentes na superficie das amostras. Para cada 500 g da
amostra, foram adicionados 100 mL de Agua Peptonada Tamponada (APT) 1%
(Difco). O caldo da enxaguadura obtido foi utilizado para a realiza¢do das técnicas

de pesquisa de L. monocytogenes e de Salmonella spp.
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3.3 PESQUISA DE Listeria monocytogenes

A pesquisa foi realizada de acordo com o protocolo proposto por Hitchins e
Jinneman (2011), descrito no Bacteriological Analytical Manual (BAM/FDA).

3.3.1 Pré-enriguecimento

Uma aliquota de 25 mL do caldo da enxaguadura foi transferida para um
recipiente estéril contendo 225 mL de Caldo Tampao para Enriquecimento de
Listeria (BLEB) (Oxoid) e entdo incubado a 30°C. Apds quatro horas de incubacéo,
foram adicionados os suplementos seletivos acriflavina, cicloheximida e &cido

nalidixico e reincubado por mais 44 horas a 30°C.

3.3.2 Plagueamento seletivo

Apos 48 horas de incubacdo do meio BLEB, uma aliquota foi semeada pela
técnica de esgotamento em &gar cromogénico para Listeria (Oxoid) e a placa
incubada a 35 °C por 48 horas. Este meio é utilizado para a diferenciacdo das
espécies L. monocytogenes e L. ivanovii de outras espécies, a partir da observacao
da coloracdo esverdeada das coldnias e formacao de um halo opaco, caracteristico
do crescimento. Para os controles positivo e negativo, foram utilizadas as cepas de
referéncia L. monocytogenes INCQS 266 (ATCC 7644) e Enterococcus faecalis
INCQS 017 (ATCC 4083), respectivamente.

Foi realizada a transferéncia de trés a cinco colbnias suspeitas para placas de
Petri contendo agar tripticaseina de soja contendo 0,6% de extrato de levedura
(TSAYE) (Difco) pela técnica de esgotamento, para a observacdo da pureza. As
placas foram incubadas a 30 °C por 24 horas e apds o crescimento, as colonias

suspeitas foram transferidas para tubos contendo caldo tripticaseina de soja
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contendo 0,6% de extrato de levedura (TSBYE) (Difco) e incubadas a 30 °C por 24

horas. Apoés incubacéo, foram realizados 0s ensaios presuntivos.

3.3.3 Ensaios presuntivos

3.3.3.1 Prova da catalase

Este ensaio visa verificar se o micro-organismo produz a enzima catalase
através da producao de bolhas de gas ao reagir com peréxido de hidrogénio a 3%.
L. monocytogenes produz esta enzima, portanto apresenta resultado positivo.

Uma porgéo do crescimento da cultura de 24 horas em TSAYE foi transferida
para a superficie de uma placa de Petri estéril onde foi adicionada uma gota de
peréxido de hidrogénio a 3%. Foram utilizados como controles positivo e negtivo as
cepas de L. monocytogenes INCQS 266 (ATCC 7644) e E. faecalis INCQS 017
(ATCC 4083), respectivamente.

3.3.3.2 Caractreristicas morfotintoriais

Foi realizado o método de coloracdo de Gram, a partir dos cultivos de 24
horas em TSAYE, para confirmacdo das caracteristicas morfotintoriais das culturas

gue apresentaram resultado positivo no teste da catalase.
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3.3.4 Ensaios Confirmatoérios para ldentificacdo de L. monocytogenes

3.3.4.1 Utilizacéo de carboidratos

Foi transferida uma alcada de cada cultura de 24 horas suspeita de L.
monocytogenes em TSBYE para tubos contendo caldo purpura de bromocresol
adicionados dos carboidratos glicose, esculina, maltose, ramnose, manitol e xilose,
em concentracdo de 5% cada um. Os tubos foram incubados a 35 °C por 7 dias. L.
monocytogenes possui o perfil positivo para glicose, esculina, maltose e ramnose e
negativo para manitol e xilose. Foram utlizadas como controle as cepas de
referéncia L monocytogenes INCQS 266 (ATCC 7644), L. ivanovii INCQS 355
(ATCC 19119) e L. innocua INCQS 354 (ATCC 33090).

3.3.4.2 Prova da mobilidade

Simultaneamente ao teste dos carboidratos, as culturas suspeitas em TSBYE,
foram semeadas em tubos contendo o meio para mobilidade (SIM) (Merck) com o
auxilio de uma agulha bacterioldgica. Os tubos foram incubados a 25 °C por 7 dias.
A semeadura nao deve ultrapassar 1 cm de profundidade da superficie do meio.

Foram utilizadas como controle as cepas de referéncia L. monocytogenes
INCQS 266 (ATCC 7644) e Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae INCQS 147
(ATCC 13883). L. monocytogenes cresce em forma de “guarda-chuva” na superficie
do meio enquanto K. pneumoniae se apresenta imovel, com crescimento apenas no

local da semeadura.
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3.3.4.3 Atividade hemolitica

Foi semeada uma alcada de cada crescimento de 24 horas de TSAYE, das
culturas que apresentaram resultado positivo nas etapas anteriores, em placas de
Petri contendo agar sangue que foram incubadas a 35°C por 48 horas, para a
comprovacao da atividade hemolitica das culturas suspeitas de L. monocytogenes,
que sdo alfa-hemoliticas. As cepas de referéncia L. monocytogenes INCQS 266
(ATCC 7644), L. ivanovii INCQS 355 (ATCC 19119) e L. innocua INCQS 354 (ATCC
33090) foram utilizadas como controle.

3.3.5 ldentificacéo soroldgica

Foi realizada a selecdo das amostras que se apresentaram suspeitas de
serem L. monocytogenes, apés as provas fenotipicas, para envio ao Laboratério de
Zoonoses Bacterianas, do Instituto Oswaldo Cruz - IOC/FIOCRUZ para realizacéo
da caracterizacdo antigénica pela técnica de soro aglutinacéo rapida em lamina, com

antissoros sométicos e flagelares de acordo com o protocolo de Donker-Voet (1959).

3.3.6 Tipagem molecular

As cepas confirmadas como L. monocytogenes pelo Laboratério de Zoonoses
Bacterianas, foram submetidas a tipagem molecular por Multiplex-PCR segundo
Doumith e colaboradores (2004). Foi selecionado um exemplar de cada sorotipo

identificado como L. monocytogenes em cada amostra de frango.
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3.3.6.1 Extracdo de DNA

A extracdo do DNA das cepas selecionadas foi realizada utilizando o kit
comercial DNeasy® Blood & Tissue Kit (250) (QIAGEN), segundo instrugcbes do
fabricante. A partir de cada cultura das cepas selecionadas em TSBYE (24 h/35°C),
1000 pL da suspensédo bacteriana foram transferidos para um tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL e entdo centrifugado a 4842 x g por 10 minutos. Apos
isto, foi feita a ressuspenséo do sedimento em 180 puL de tampé&o de lise enzimatica
(formulacédo sugerida pelo Kit). Os tubos foram incubados a 37°C por 30 minutos e
em seguida, foram adicionados 25 uL de proteinase K e 200 uL de tampé&o AL sem
etanol e homogeneizados em aparelho tipo vortex. O manual ndo recomenda a
adicdo de proteinase K diretamente no tampdo AL. Apdés homogeneizagdo em
vortex, os tubos foram incubados a 56°C por 30 minutos, seguidos da adi¢éo de 200
uL de etanol (96%-100%) em cada tubo e submetidos & homogeneizacéo,
novamente.

A mistura foi transferida (incluindo qualquer precipitado) para os tubos de 2
mL contendo Dneasy mini spin column e centrifugados a 5510 x g por 1 minuto.
Apods o descarte do sobrenadante, as Dneasy mini spin column foram transferidas
para novos tubos de 2 mL e foram adicionados 500 pL de tampao AW1 e
centrifugados a 5510 x g por 1 minuto. Novamente a solugcdo excedente foi
descartada e as Dneasy mini spin column foram transferidas para novos tubos de 2
mL, onde foram adicionados 500 uL de tampdo AW2 e entédo centrifugados a 16873
X g por 3 minutos, para secar a membrana das colunas.

ApOGs o descarte da solugcdo excedente, as Dneasy mini spin column foram
transferidas para tubos de microcentrifuga estéreis, de 2 mL, onde foram
adicionados 200 pL do Tampéao AE diretamente em cada membrana. Os tubos foram
deixados em temperatura ambiente por 1 minuto e em seguida centrifugados a 5510

x g por 1 minuto. Esta ultima etapa foi repetida para melhor resultado da extracéo.

3.3.6.2 Multiplex-PCR
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Foram utilizadas as cepas de referéncia INCQS n° 00266 (L. monocytogenes
ATCC 7644) e INCQS n° 00327 (L. monocytogenes ATCC 19117), para controle
positivo da técnica. Para a reacao final, foi utilizada uma solu¢éo contendo 100 pL,
composto por: 2 U de Platinum® TagDNA polimerase (Invitrogen); 0,2 mM de
deoxinucleotideos trifosfatados (Invitrogen); 50 mM de Tris-HCI, 10 mM Kcl, 50 mM
de (NH4)2SO4, 2 mM MgCI, pH 8,0 (Invitrogen). A reacédo foi realizada na cabine
PCR Chambers (Plas Labs intermatic).

Os iniciadores utilizados foram os indicados por Doumith e colaboradores
(2004) e estao listados no quadro 3. A concentracgao final de cada iniciador foi de: 1
uM para Imo0737, ORF2819 e ORF2110; 1,5 uM para Imo1118 e 0,2 uM para prs. A
PCR ocorreu em termociclador Peltier Thermal Cycler PTC-200 (MJ Research) com
0 seguinte ciclo: 94°C por 3 minutos, 35 ciclos de 94°C por 0,4 minutos, 53°C por
1,15 minutos e 72°C por 1,15 minutos e um ciclo final de 72°C por 7 minutos. A partir
desta reacéo, aliquotas de 5 uL foram misturados a 3 uL de tampédo TBE e entdo
submetidas a eletroforese em gel de agarose 2,0%, em tampao TBE 0,5X, para a
analise dos perfis de DNA. Posteriormente, o gel foi corado em solucdo de brometo
de etidio e a visualizacdo realizada em equipamento de fotodocumentacdo

Imagemaster VDS (Pharmacia Biotech).

Quadro 3 - Sequéncia de iniciadores utilizados para amplificacdo, tamanho (pb) e especificidade dos
sorovares de Listeria monocytogenes

Genes Sequéncia de iniciadores (5’-3’) Tamanho Especificidade dos
(pb) Sorovares
Imo0Q737 For: AGGGCTTCAAGGACTTACCC 691 L. monocytogenes 1/2a,
1/2¢,3a, e 3c
Rev: ACGATTTCTGCTTGCCATTC
Imo1118 For: AGGGGTCTTAAATCCTGGAA 906 L. monocytogenes 1/2c e
3c
Rev: CGGCTTGTTCGGCATACTTA
ORF2819 For: AGCAAAATGCCAAAACTCGT 471 L. monocytogenes 1/2b,
3b, 4b,4d, e 4e
Rev: CATCACTAAAGCCTCCCATTG
ORF2110 For: AGTGGACAATTGATTGGTGAA 597 L. monocytogenes 4b, 4d,
4e

Rev: CATCCATCCCTTACTTTGGAC
Prs For: GCTGAAGAGATTGCGAAAGAAG 370 Listeria spp.

Rev: CAAAGAAACCTTGGATTTGCGG
Fonte: (DOUMITH et al, 2004)
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3.4 PESQUISA DE Salmonella spp.

A pesquisa foi realizada de acordo com o protocolo proposto por Andrews,
Jacobson e Hammack (2014), no BAM/FDA.

3.4.1 Pré- enriquecimento

Foram transferidos 25 mL do caldo de enxaguadura para um recipiente estéril
contendo 225 mL de APT 1%, para proporcéao final de 1:10 (V/V). O recipiente foi
agitado com movimentos circulares para homogeneizacdo do caldo e incubado a
35°C por 24 horas.

3.4.2 Enriquecimento seletivo

Apés a incubacdo do caldo de enriquecimento, foram transferidos 0,1 mL e
1,0 mL para os caldos de enriquecimento seletivo Rappaport-Vassiliadis (Difco) e
Tetrationato (Himedia), respectivamente. Ao meio tetrationato foram adicionados 0,1
mL de solucéo verde brilhante 0,1% e 0,2 mL de solugéo iodo-iodeto de potassio. Os

tubos foram incubados a 42°C por 24horas.

3.4.3 Plagueamento seletivo

Para a selecdo de coldnias suspeitas de Salmonella spp. foram utilizados os
meios seletivos agar Xilose, Lisina, Desoxicolato (XLD) (Merck) e o agar Hektoen
(HK) (Difco). Com o uso de alca bacteriologica, uma aliquota de cada caldo de
enriguecimento seletivo foi semeada, pela técnica de esgotamento, nos meios XLD e

HK e as placas foram incubadas a 35°C por 24 horas. Foram utilizadas as cepas de
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referéncia Salmonella Typhimurium INCQS 150 (ATCC 14028) e E. coli INCQS 033
(ATCC 25922) para controle de verificacdo das caracteristicas tipicas de
crescimento. As caracteristicas do crescimento de Salmonella spp. em agar HK se
da pela observacdo de coldnias negras ou verde azuladas com centro negro e em
agar XLD, pela observacdo de colbnias negras ou transparentes, da cor do meio,

com centro negro.

3.4.4 Triagem bioquimica das coldnias suspeitas

Foram selecionadas trés a cinco col6nias suspeitas nos meios XLD e HK e
semeadas com a utilizacdo de uma agulha bacteriolégica, em agar triplice agucar
ferro (TSI) (EMD), &gar lisina ferro (LIA) (Difco) e agar ureia (prova da uréase)
(Merck) e incubados a 35°C por 24 horas, para observacdo do comportamento
bioquimico caracteristico em cada meio. Foram utilizadas as cepas de referéncia
Salmonella Typhimurium INCQS 150 (ATCC 14028) e E. coli INCQS 033 (ATCC
2592). O crescimento caracteristico de Salmonella observado no &agar TSI é
superficie alcalina (vermelha) e base acida (amarela) com producdo de H,S; no agar
LIA é superficie alcalina e base alcalina (violeta) com producéo de H,S; e no agar
ureia ndo é observada alteracdo de coloracdo do meio pela auséncia da enzima

uréase.

3.4.5 Sorologia polivalente

Apoés a triagem bioquimica, as culturas suspeitas foram semeadas em agar
nutriente e incubadas a 35°C por 24 horas. ApOs a incubacdo foi realizada a
sorologia polivalente para confirmacdo de Salmonella spp. Foram adicionados
aproximadamente 0,5 mL de solucéo salina a 0,85% no tubo com o crescimento em
agar nutriente que foi homogeneizado em aparelho tipo vortex. Foi colocada uma
gota da suspensao obtida na superficie de uma placa de Petri estéril e verificada a

presenca de auto-aglutinagdo. Apos isto, foi acrescentada uma gota de soro
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polivalente para Salmonella (FIOCRUZ/IOC/LABENT), para a verificacdo de

aglutinacao pela reacdo antigeno-anticorpo.

3.4.6 Identificacao sorologica

A identificacdo dos sorovares de Salmonella foi realizada no Laboratério de
Referéncia Nacional de Salmonella do Instituto Oswaldo Cruz - IOC/FIOCRUZ. A
caracterizagdo antigénica foi realizada pela técnica de soro aglutinagcdo rapida em
lamina, com antissoros poli e monovalentes, somaticos e flagelares
(FIOCRUZ/IOC/LABENT) segundo as recomendacdes de Costa e Hofer (1972). A
identificacdo do sorovar especifico foi realizada com base no esquema sorologico de
Kauffmann-White e representada de acordo com os critérios de Grimont e Weill
(2007).

3.5 TESTE DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

3.5.1 Salmonella spp.

A avaliacdo da suscetibilidade dos isolados de Salmonella spp. frente aos
antimicrobianos foi realizada pelo teste de disco-difusdo em agar (BAUER et al,
1966) baseada nos critérios do CLSI (2012).

Inicialmente foram preparadas suspensfes bacterianas a partir das cepas
isoladas, em solugéo salina 0,85% até atingir turvagdo equivalenteao grau 0,5 da
escala Mc - Farland (1,5x10% UFC/mL). Essas suspensdes foram semeadas em agar
Mueller Hinton (Oxoid), com ajuda de swab, de maneira confluente. Apds a secagem

da superficie das placas, foram adicionados os discos impregnados com o0s



42

antibiéticos e entédo as placas foram incubadas a 35°C + 1°C por 24 horas. A cepa
controle utilizada nestas analises foi a E. coli ATCC 25922.

Os antimicrobianos utilizados nos testes de suscetibilidade de Salmonella
spp. foram ampicilina (10 pg), amoxicilina + acido clavulanico (20/10 pg), ceftriaxona
(30 pg), aztreonam (30 pg), gentamicina (10 pg), tetraciclina (30 pg), ciprofloxacina
(5 ug), &cido nalidixico (30 pg), trimetoprim-sulfametoxazol (1,25/23,75 ug) e
nitrofurantoina (300 pg) que estdo inclusos nos grupos recomendados para testes
em membros da familia Enterobacteriaceae, pelo Performance Standards of
Antimicrobial Susceptibility Testing: twenty-second informational supplement, do
CLSI (CLSI, 2015b).

Os resultados foram avaliados pela observacdo da formacdo, ou ndo, de
halos de inibicdo de crescimento em torno dos discos de antimicrobianos. Para isto,
foi utilizado um instrumento de medi¢do, régua ou paquimetro, para a medicao dos
didmetros dos halos formados. A partir desta analise os resultados foram
comparados em tabelas estipuladas pelo CLSI para a classificacdo em sensivel,

intermediario ou resistente (CLSI, 2015b).

3.5.2 Listeria monocytogenes

O teste de suscetibilidade aos antimicrobianos dos isolados de Listeria
monocytogenes foi realizado baseado nas metodologias de microdiluicdo em caldo,
para o célculo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e disco-difusdo em agar. A
analise por microdiluicdo em caldo foi realizada segundo o manual Methods for
Antimicrobial Dilution and Disk Susceptibility Testing of Infrequently Isolated or
Fastidious Bacteria (M45-A2) do CLSI (CLSI, 2010). Ja a analise por disco-difusao
em 4gar foi realizada segundo os critérios estabelecidos pelo EUCAST (EUCAST,
2015).

O calculo da CIM por microdiluicdo em caldo recomenda a inoculacéo das
suspensdes dos isolados em turvacdo equivalente ao grau 0,5 da escala Mc
Farland. Para isto, foram feitas suspensdes bacterianas a partir das cepas isoladas,

em solucéo salina 0,85% até atingir turvacdo recomendada e posteriormente foram
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adicionadas ao Caldo Mueller Hinton Cation Ajustado (CAMHB) com Sangue Lisado
de Cavalo (LHB) (2,5% a 5% v/v) na propor¢ao 1:10.

O CAMHB com LHB (2,5% a 5%) foi distribuido em aliquotas de 50 pL nas
placas de 96 pocos, onde foram realizadas diluicbes seriadas dos antibiéticos
utilizados (16, 8, 4, 2, 1, 0,5 e 0,25 pg/mL). Os antibioticos recomendados foram
penicilina G e ampicilina.

Aliquotas de 50 pL da suspensdo foram transferidas para 0s pocos e as
placas foram incubadas a 35 °C por um periodo de 20 a 24 horas. As leituras dos
crescimentos seguiram 0s critérios interpretativos para sensibilidade estipulados na
tabela 11 do manual M45-A2, do CLSI. A cepa de referéncia utilizada para esta
andlise foi Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 (CLSI, 2010).

A avaliacdo da sensibilidade aos antimicrobianos por disco-difusdo foi
realizada seguindo as recomendacdes do EUCAST, utilizando o 4gar Mueller Hinton
(Oxoid) suplementado com 5% de sangue desfibrinado de cavalo (estéril) e 20 mg/L
de B-NAD, para micro-organismos fastidiosos (MH-F).

Foram usadas suspensdes dos isolados equivalentes ao grau 0,5 da escala
McFarland e semeadas em MH-F de forma confluente, com uso de swabs. Apds a
secagem da superficie das placas, foram adicionados os discos impregnados com
os antibioticos meropenem (10 pg), eritromicina (15 pg) e trimetoprim-sulfametoxazol
(1,25/23,75 pg) e as placas foram incubadas em estufa a 35°C, capaz de gerar 5%
CO,, por 24 horas, para avaliacdo da formacao de halos de inibicdo de crescimento.

A medicao dos halos foi feita utilizando régua ou paquimetro e os resultados
foram estipulados obedecendo aos pontos de corte propostos pelo EUCAST,
classificando em resistente ou sensivel. A cepa de referéncia utilizada nestas
andlises foi S. pneumoniae ATCC 49619 (EUCAST, 2015).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Isolamento e identificacéo

ApoOs as analises, foi constatada a presenca de 21 isolados de Salmonella
spp. em cinco amostras, e 57 isolados de L. monocytogenes em 20 amostras. Foi
verificada a presenca dos dois patdgenos, simultaneamente, em quatro amostras.
Dentre as amostras congeladas, quatro foram positivas unicamente para Salmonella,
16 para L. monocytogenes e trés apresentaram ambas as bactérias. Das amostras
resfriadas, trés apresentaram unicamente L. monocytogenes e uma foi positiva para

as duas bactérias estudadas (Figura 1).

Figura 1 - Relagdo de contaminagdo por Salmonella spp. e Listeria
monocytogenes entre amostras resfriadas e congeladas de cortes de frango
comercializados em supermercados do municipio do Rio de Janeiro.
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Fonte: Préprio autor

O armazenamento é um dos fatores influentes quanto ao aumento da carga
microbiana dos alimentos. O uso do resfriamento e do congelamento é eficaz na

redugéo ou inibicdo do crescimento microbiano (FORSYTHE, 2013). Entretanto,
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muitos patdégenos conseguem sobreviver e até se multiplicar em baixas
temperaturas, como no caso da L. monocytogenes, por ser uma bactéria
psicrotréfica, o que gera um maior risco no consumo de carnes mal preparadas. A
carne de frango encontra-se comercializada nos estados congelada e resfriada.
Neste estudo, foram obtidas majoritariamente amostras congeladas, por terem sido
as mais encontradas no varejo.

Observou-se que, de maneira geral, 80% das amostras resfriadas e 54,3%
das amostras congeladas apresentaram contaminagdo por Salmonella e L.
monocytogenes. Ao analisar de maneira individual, a contaminag¢édo por Salmonella
ocorreu em 20% das amostras resfriadas e 11% das amostras congeladas, e a
contaminacgao por L. monocytogenes ocorreu em 80% das amostras resfriadas e em
45,7% das amostras congeladas. A contaminacado pelos dois patégenos ocorreu em
20% das amostras resfriadas e 8% das amostras congeladas.

Uma comparacdo estatistica dos dados obtidos ndo se torna possivel pelo
namero reduzido de amostras resfriadas em comparacdo com as congeladas.
Contudo, ao observar os resultados confirma-se que o congelamento se apresenta
como uma melhor forma de armazenamento de carne de frango, auxiliando na

manutenc¢ao da qualidade microbiolégica e da seguranca destes alimentos.

4.1.1. Listeria monocytogenes

Foram registrados 57 isolados de L. monocytogenes em 50% das amostras
de frango analisadas. Os resultados da sorologia dos isolados identificaram o0s
sorotipos 1/2a, 1/2b, 1/2c e 4b. Houve o predominio do sorotipo 1/2a,
compreendendo 40 dos 57 isolados, seguido pelos sorotipos 1/2b e 1/2c, cada um
contendo oito isolados identificados. Constatou-se, também, a presenc¢a do sorotipo
4b com um isolado (Figura 2). Trés dos sorotipos mais prevalentes em casos de
listeriose humana foram detectados nestas amostras, 0 que aumenta 0 risco de

contaminacgao pelo consumo da carne, se preparada indevidamente.
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Figura 2 —Sorotipos de Listeria monocytogenes identificados nas amostras
resfriadas e congeladas de cortes de frango comercializados em
supermercados do municipio do Rio de Janeiro
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Fonte: Préprio autor

A presenca de L. monocytogenes em carne de frango ja foi relatada por
outros pesquisadores, como Reiter e colaboradores (2011), que relataram a
presenca de L. monocytogenes em 78,21% das amostras de cortes de frango
analisadas em Blumenau, Santa Catarina. Dentre as amostras refrigeradas e
congeladas analisadas em seu trabalho, 85% e 100% das amostras foram positivas
para L. monocytogenes, respectivamente.

Ristori e colaboradores (2014), por sua vez, realizaram um estudo sobre
prevaléncia de Listeria spp. em diferentes tipos de carnes, incluindo a carne de
frango, em S&o Paulo. Seus resultados apontaram a positividade em 58% das
amostras de carne de frango analisadas.

O trabalho de Mendonga e colaboradores (2016) também registrou a
presenca de L. monocytogenes em carne de frango no Brasil, no estado do Rio
Grande do Sul. Em suas andlises, 33,3% das amostras foram positivas para a
presenca do patdgeno, obtendo-se 15 isolados, 0os quais apresentaram 0s sorotipos
1/2a (5), 1/2b (3), 1/2c (1) e 4e.

Para auxiliar o entendimento e monitoramento da contaminacdo de alimentos
por patégenos alimentares, a elaboracdo de métodos de deteccdo rapida é

importante para a vigilancia sanitaria e epidemiolégica. Métodos moleculares tém
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sido apontados como excelentes ferramentas, devido a sua especificidade e rapidez.
Muitos métodos desenvolvidos séo utilizados na identificacdo de L. monocytogenes,
dentre eles a Multiplex-PCR.

No presente estudo, os resultados obtidos pela Multiplex-PCR estdo de
acordo com os demonstrados por Doumith e colaboradores (2004). Observou-se a
amplificagdo dos fragmentos dos genes-alvo utilizados seguindo padrdes
caracteristicos indicativos para cada sorotipo. Estes resultados estdo em
concordancia com os obtidos pela sorologia convencional. Dentre os padrbes
observados, foi constatada a amplificacao atipica do fragmento de 691 pb (Imo0737)

na amostra identificada sorologicamente como L. monocytogenes 4b (Figura 3).

Figura 3 - Eletroforese em gel de agarose dos resultados da Multiplex-
PCR e do perfil atipico de amplificagdo do gene Imo0737 da cepa
identificada L. monocytogenes sorotipo 4b (IVb-v1l).
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monocytogenes ATCC 19117 (4d); 3 — Cepa
identificada: L. monocytogenes 4b.
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Este perfil foi primeiramente observado por Graves e colaboradores (2007),
em um trabalho divulgado no XVI International Symposium on Problems of
Listeriosis (ISOPOL). Desde entdo, houve mais deteccdes por parte de outros
pesquisadores. Em seu trabalho, Leclerq e colaboradores (2011) caracterizaram
isolados que apresentaram este padrédo de Multiplex-PCR e 0os nomearam como
“perfil IVb variante 1” (IVb-vl). Os autores relataram a presenga de cinco perfis de
PFGE com uso das enzimas de restricdo Ascl e Apal combinadas, de amostras
isoladas da Franca, Brasil e Algeria.

A origem deste fragmento é desconhecida. Os estudos de Lee e
colaboradores (2012) demonstraram através da hibridizagdo de 210 isolados 4b com
0 gene Imo 0737, a positividade deste fragmento de 691 pb em 11% dos isolados e
sua homologia com o0 cassete de genes normalmente encontrado em cepas
pertencentes a linhagem Il (que incluem sorotipos 1/2a, 3a, 1/2c e 3c). Segundo 0s
autores, existe uma teoria evolutiva, baseada em andlises filogenéticas, de que
durante a evolucdo de L. monocytogenes, um ancestral de linhagem comum
diversificou nos sorotipos 1/2a e 1/2b (com os sorotipos 1/2c e 4b
subsequentemente emergindo destes sorotipos), respectivamente. Contudo, a
presenca do cassete de genes conservado, observado nestas cepas IVb-vl deveria
ser observada dentro de algumas amostras do sorotipo 1/2b, o que nao foi
evidenciado. Portanto, os resultados da alta conservacdo entre amostras IVb-vl e
cepas da linhagem Il, apresentados em seu estudo, argiiem contra a teoria evolutiva
de um ancestral comum e fortalece a teoria de transferéncia horizontal entre cepas
da linhagem Il a certos grupos clonais do sorotipo 4b, que segundo os autores é
defendida por outros estudos como o de Leclerqg e colaboradores (2011).

No Brasil, Vasconcelos e colaboradores (2008) relataram a amplificacdo de
um fragmento de mesmo tamanho, oriundo de uma amostra de fluido cérebro
espinhal de um recém-nascido. O resultado da biotipagem o identificou como sendo
do sorotipo 4b, sendo também confirmada a amplificagdo deste fragmento atipico
apos a realizagdo da multiplex-PCR. No trabalho de Ristori e colaboradores (2014),
134 isolados de L. monocytogenes foram submetidos a sorotipagem molecular pela
multiplex-PCR, e os autores observaram a presenca do perfil atipico IVb-vl em
18,8% destas cepas.

A presenca de L. monocytogenes em alimentos constitui um alto risco, visto o

alto potencial patogénico desta bactéria. No Brasil, a notificagdo de surtos de
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listeriose humana sofre dificuldades e nao existem fortes evidéncias de transmisséo
por alimentos. Entretanto, resultados de alguns estudos auxiliam na elucidagao
deste panorama. Martins e colaboradores (2010), em seu estudo de casos,
informaram que este foi o primeiro surto de L. monocytogenes em pacientes
hospitalizados caracterizado no pais. O mesmo estudo sugere que a origem do surto
foi a cozinha do hospital.

Na Europa, a listeriose invasiva € uma infeccdo de grande conceito em saude
publica devido a sua severidade clinica, com taxas de hospitalizacdo superiores a
90%. Em alguns paises como Austria, Dinamarca, Hungria, Itdlia, Espanha e Suécia,
houve um aumento significativo nas tendéncias de notificacdo de listeriose entre
2005 e 2009. Foi estimado que em 2009 houve aproximadamente 270 mortes devido
a esta infeccdo, numero superior as mortes causadas por salmonelose e

campilobacteriose, no mesmo ano na Unido Europeia (PONTELLO et al, 2012).

4.1.2. Salmonella spp.

A identificacdo sorolégica de Salmonella spp. atestou a presenca de seis
sorovares: S. Agona, S. Heidelberg, S. Brandenburg, S. Infantis, S. Worthington e S.
Enteritidis. Cada sorovar foi isolado de uma amostra diferente, com excecao dos
sorovares Brandenburg e Agona. Os isolados S. Agona, S. Heidelberg e S.
Brandenburg foram os que se apresentaram em maior quantidade, seguido dos
sorovares S. Infantis, S. Worthington e S. Enteritidis (Figura 4).

Atualmente, ha o predominio de poucos sorovares de Salmonella spp., alguns
considerados emergentes, incluindo Heidelberg, Infantis e Enteritidis. Segundo o
relatério do PREBAF publicado em 2008, Salmonella obteve prevaléncia meédia de
3,03% em amostras de carne congelada de frango, com 18 sorovares isolados.
Dentre estes isolados, houve a maior prevaléncia se S. Enteritidis (em 48,8%),
seguido de S. Infantis (7,6%), S. Typhimurium (7,2%), S. Heidelberg (6,4%), S.
Mbandaka (4,8%) e 15 (5,2%) cepas caracterizadas como Salmonella spp. (BRASIL,
2008). Os resultados de nosso estudo relataram a presenca de Salmonella spp. em

11, 43% das amostras congeladas de carne de frango.
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Figura 4 - Sorovares de Salmonella spp. identificados nas amostras resfriadas e
congeladas de cortes de frango comercializados em supermercados do municipio
do Rio de Janeiro
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O sorovar Enteritidis € considerado o segundo sorovar mais isolado no
mundo, tornando-se alvo de estudos devido a sua capacidade de infectar um amplo
espectro de animais e de apresentar linhagens multirresistentes a desinfetantes e
antimicrobianos comuns. Os dados do presente estudo demonstram a presenca de
uma unica cepa dentre os isolados identificados. Este sorovar € frequentemente
associado a avicultura e seus respectivos produtos (HOOTON; ATTERBURY;
CONNERTON, 2011).

O sorovar Agona ja foi um dos dez sorovares mais isolados em pacientes com
salmonelose no Brasil, sendo muito associado a suinos (TAVECHIO et al, 2002).
Durante o ano de 2008 foi responsavel por surtos ocorridos em 15 estados norte-
americanos e na Irlanda, Reino Unido e Finlandia (CDC, 2008, O’ FLANAGAN et al,
2008). O presente estudo revela também sua presenca em carne de frango, o que
demonstra que esta matriz também se torna propicia para sua instalacdo e
multiplicacéo, tornando-se mais um risco ao consumidor.

O sorovar Heidelberg € o terceiro mais frequente na avicultura do Canada,
sendo destaque em saude publica alternando com S. Enteritidis a segunda ou
terceira posicdo como o0 mais isolado em humanos. Dados sobre o isolamento de S.

7

Heidelberg no Brasil sdo escassos, porém este sorovar € identificado em aves e
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produtos derivados desde 1962 (COLLA et al, 2012). Fato este confirmado pela
presenca do referido sorovar em uma amostra (2,5%), no presente estudo.

Salmonella Brandenburg é um sorovar muito isolado na Nova Zelandia, em
fazendas de criacdo de ovelhas, e se tornou um problema para os criadores por ser
causa de abortos. Infeccdes em humanos ndo eram comumente documentadas até
1996, porém houve um aumento destes casos a partir de um surto epidémico em
2000. A maioria dos casos em humanos tem sido atribuida ao contato de
trabalhadores com animais doentes (COOK, 2015). Ndo existem muitos dados de
isolamento deste sorovar em carnes de frango, no Brasil. O trabalho de Nunes e
colaboradores (1995) detectou sua presenca em cortes de coxa/sobrecoxa
comercializados em Goiania/GO. O presente estudo revelou a presenca deste
sorovar em 2,5% das amostras de carne de frango analisadas-

O sorovar Infantis ocupa o primeiro lugar no ranking de isolados de
Salmonella enterica em humanos, na Alemanha desde 2001. Seu reservatorio séo
animais, mais especificamente populacdes de frangos. A pesquisa feita pela EFSA,
em 2007, indicou que S. Infantis foi um dos principais achados em fazendas de
frangos de corte, com frequéncia de 87% na Hungria, 19% na Polonia e 13% na
Republica Tcheca. Ja em 2009, a EFSA constatou que S. Infantis foi o mais
frequente sorovar isolado de frangos de corte na Unido Europeia, atingindo 55% dos
isolados (MILLER et al, 2010). O presente estudo detectou sua presenca em 14,28%
das amostras, demonstrando que este sorovar também esta inserido na avicultura
brasileira, podendo estar disseminado em diferentes regides do pais.

O sorovar Worthington ja foi muito relacionado com surtos de infeccdes
neonatais, no inicio do século XXI. Segundo Ghadage e Bal (2002b), S. Worthington
era considerado um patégeno emergente causador de surtos de meningite em
neonatos. Ja em adultos, foi relacionado a quadros de endocardite infecciosa. Sua
presenca nas amostras de carne de frango analisadas neste estudo aponta para
uma possivel relacdo de disseminagdo por alimentos contaminados, corroborando o
risco do consumo de carnes mal preparadas.

A presenca de Salmonella spp. em carne de frango torna-se possivel pelas
limitacbes dos procedimentos de higienizacdo e processamento da cadeia produtiva,
como relatado pela Resolugédo RDC n° 13, de 2 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001b).

A contaminagé&o da avicultura ocorre em diferentes etapas e por diferentes fontes.
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A alimentagdo é considerada uma das principais vias de transmissao de
Salmonella para frangos e suinos. Sorovares de Salmonella tém sido
frequentemente identificados em ingredientes utilizados nas racdes, bem como em
diferentes pontos na producéo. Pellegrini e colaboradores (2015) detectaram a
presenca de Salmonella spp. em moinhos de alimentacdo brasileiros estudados.
Foram identificados 23 sorovares incluindo Agona e Worthington. Além disso,
diversos fatores contribuem para a contaminacdo dos frangos, como higiene
precaria e presenca de animais vetores, durante o processo de criacao.

Diversos paises encaram o desafio do controle de contaminacdo deste
patégeno. Um dos lideres em producdo de carne de frango, a China, por exemplo,
possui alto indice de salmonelose causada por sorovares nao-tifoides. Anualmente
sao registradas 9.874 milhdes de casos de gastrenterite, sendo 91,5% relacionados
a transmissao por alimentos. Ja se relata que mais da metade das carcacas de
frango estdo contaminadas com Salmonella spp. Em sua pesquisa, Zhu e
colaboradores (2014), analisaram 1.595 carcacas de frango e constataram que
41,6% foram positivas para Salmonella, pelo método do niumero mais provavel. O
estudo também indicou maior prevaléncia de Salmonella em amostras sem
embalagem (45,1%) em relacdo as amostras embaladas (37,4%). A embalagem é
efetiva na reducdo relativa (comparado ao valor basal, sem intervencbes) da
guantidade e prevaléncia do patégeno, o que pode contribuir para a reducdo da
contaminag¢do cruzada durante o transporte. As condicbes de armazenamento
também podem contribuir para o0 aumento da concentracdo celular de Salmonella. O
estudo indicou que carcagcas fracionadas congeladas apresentaram menores
contagens que as recém-abatidas.

Os métodos utilizados durante a producdo e embalagem dos alimentos visam
diminuir a concentragdo de contaminantes microbioldgicos. Contudo, o consumidor
também possui a responsabilidade de manter os cuidados recomendados durante o
preparo, para evitar o contdgio com patdégenos e a contaminacdo cruzada. O
armazenamento e 0 cozimento dos alimentos sao importantes etapas de
responsabilidade de cozinheiros, sejam profissionais ou domeésticos.

A maioria dos sorotipos ndo se multiplica em temperaturas abaixo de 7°C,
sendo importante, portanto, a devida estocagem da carne de frango em
temperaturas compativeis a esta, como no congelamento. A destruicdo de

Salmonella spp. através do calor € muito relacionada ao substrato e ao sorotipo
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relacionado ao alimento, mas de maneira geral sdo destruidas em temperaturas
superiores a 55° C e temperaturas de pasteurizagdo. Logo, a correta cocgdo do
alimento é uma medida de seguranca eficaz contra a contaminacao por este agente
etioldgico (CARDOSO; CARVALHO, 2006).

4.2. Sensibilidade aos Antimicrobianos

4.2.1. Listeria monocytogenes

Os resultados dos testes de sensibilidade aos antimicrobianos de L.
monocytogenes encontram-se expressos na Tabela 1. Dos 57 isolados, 21 foram
submetidos a estas analises, devido a muitas amostras apresentarem unicamente
um sorotipo de L. monocytogenes, enquanto outras tiveram a presenca de mais de
um sorotipo. A cepa controle de Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 esteve
dentro dos parametros recomendados pelas duas metodologias, sendo sensivel aos
antibioticos testados.

A avaliacdo da sensibilidade dos isolados de L. monocytogenes pelo teste de
disco-difusdo em agar MH-F, demonstrou que todos os 21 isolados analisados foram
sensiveis ao meropenem e trimetoprim-sulfametoxazol. Quanto a eritromicina, 18
isolados apresentaram sensibilidade e trés foram resistentes, sendo um do sorotipo
1/2a, um do sorotipo 1/2b e um do sorotipo 1/2c. J& a avaliacdo baseada no CIM
revelou que todos os sorotipos foram sensiveis aos antimicrobianos penicilina-G e

ampicilina.
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Tabela 1 - Teste de sensibilidade aos antimicrobianos dos sorotipos de Listeria monocytogenes, segundo o EUCAST (2015) e avaliagdo da concentracao

minima inibitéria dos antibiéticos Ampicilina e Penicilina, segundo o CLSI (2010).
Trimetoprim-
Antibiodticos Meropenem (10 pg)  Eritromicina (15 pg) Sulfametoxazol
(1,25-23,75 ng)

Sorotipos R S R S : e
S. pneumoniae 1 . 1 - 1
ATCC 49619*
L. monocytogenes 12 1 11 - 12
1/2a
L. monocytogenes
1/2b 2 ! ' ’
L. monocytogenes
1/2¢c ° ! ° °
L. monocytogenes 1 1 1
4b
Total 0 21 3 18 0 21

R- Resistente; S- Sensivel. *Cepa padréo para o controle de qualidade da técnica.

Total de
Isolados

12

21

MIC Ampicilina MIC Penicilina

(Mg/mL) (Mg/mL)
0,06-025 0,25-1,0
<0,25 <20
0,25 <20
<0,125 <0,125
<0,125 <0,125
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Baseado nos resultados do teste de sensibilidade aos antimicrobianos, nota-
se gue houve alguns isolados resistentes a eritromicina. A emergéncia de cepas de
Listeria spp. resistentes a antibitticos, isoladas de alimentos, tem aumentado nos
altimos anos. Diferentes autores tém investigado os perfis de resisténcia de L.
monocytogenes.

Gobmez e colaboradores (2014) avaliaram a sensibilidade a 20 antibiéticos de
cepas de L. monocytogenes isoladas de amostras de carnes prontas para o
consumo, baseado na metodologia de disco-difusdo do EUCAST. Em seu estudo,
34,5% dos isolados apresentaram resisténcia a um ou dois antibiéticos e 2,9%
apresentaram multirresisténcia. A resisténcia a oxacilina foi a mais comum, sendo
presente em 100% dos isolados analisados. Os autores também ressaltaram a
proeminente presenca de resisténcia a clindamicina que alcancou prevaléncia de
35% a 46,2%. Os autores também relataram a resisténcia a tetraciclina, porém em
baixa prevaléncia (0,5%).

Em um estudo sobre a resisténcia de isolados de L. monocytogenes, L.
ivanovii e Listeria spp., obtidos de amostras de suinos na Colédmbia, Gamboa-Marin
e colaboradores (2013) verificaram que somente 1,2% dos isolados de L.
monocytogenes apresentaram resisténcia a ampicilina, penicilina e trimetoprim-
sulfametoxazol, considerado um bom resultado, visto que estes sdo a primeira
escolha de antibidticos para o tratamento de listeriose. Contudo, ao analisar o perfil
de resisténcia a outros antibiéticos, os autores verificaram que a resisténcia a
eritromicina esteve entre os fendtipos de resisténcia mais frequentemente
detectados. Quanto ao meropenem, houve a deteccao de resisténcia intermediaria
em 0,04% dos isolados. Estes resultados se assemelham aos do presente estudo,
pela deteccéo de resisténcia a eritromicina.

A técnica de microdiluicdo em caldo foi realizada por estudos como os de Yan
e colaboradores (2010), onde os isolados de L. monocytogenes obtidos de alimentos
entre 2005 e 2007 foram submetidos a analise de 18 antimicrobianos. Os resultados

hY

apontaram que 77,8% das amostras foram resistentes a cefotaxima, 17,8% a
ciprofloxacina, 15,6% a tetraciclina, 12,2% a estreptomicina e que 18,9%
apresentaram multirresisténcia. Entretanto, a inoculacdo foi realizada em caldo BHI,
um meio de cultura diferente do recomendado pelo atual padrdo do CLSI, que exige

0 uso de CAHMB-LHB.
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Prieto e colaboradores (2016), por sua vez, realizaram um estudo com a
finalidade de avaliar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos de isolados de L.
monocytogenes de origem clinica e alimentar. Os autores registraram que todas as
cepas analisadas foram sensiveis a ampicilina, a penicilina, ao trimetoprim-
sulfametoxazol, a gentamicina, a tetraciclina e a rifampicina. Detectaram também
resisténcia intermediaria a eritromicina em 30% dos isolados clinicos e 45% dos
isolados de alimentos.

Muitos estudos como os de Alonso-Hernando e colaboradores (2012), Adzitey
e colaboradores (2013), Jamali e Thong (2014) e Shi e colaboradores (2015)
relataram a resisténcia de L. monocytogenes, isolados de alimentos, a diversos
antibidticos. Entretanto, estes autores utilizaram o método de disco-difusédo
referenciando os padrdes do CLSI, o que atualmente ndo condiz com as
recomendac¢des do 6rgdo, que indica a realizacdo da microdiluicdo em caldo para
avaliacdo da resisténcia a antimicrobianos (CLSI, 2010).

O método de disco-difusdo € uma das metodologias adequadas na avaliacao
de sensibilidade aos antimicrobianos. Atualmente o EUCAST é o unico 6rgdo a
apresentar parametros pré-estabelecidos. Entretanto, ainda é dificil encontrar
trabalhos publicados que tenham utilizado esta metodologia, dificultando a
comparagao com nossos resultados.

Madeo e colaboradores (2015) realizaram um estudo de andlise do perfil de
susceptibilidade de L. monocytogenes a diversos antimicrobianos, isoladas de
humanos, e relataram que todas as amostras testadas apresentaram sensibilidade a
penicilina G, ao meropenem e a eritromicina, de acordo com o0s breakpoints
propostos pelo EUCAST. Os resultados apontaram uma consideravel amplitude na
faixa de CIM para cefotaxima, atingindo valores entre 0,06 pg/mL a 32 pug/mL, com
82% das cepas apresentando valores = 2 ug/mL. Vale lembrar que ndo existem
breakpoints definidos para cefotaxima publicados pelo EUCAST, entretanto, seus
resultados podem contribuir para uma melhor elucidagdo do quadro de resisténcia
de L. monocytogenes apontando o possivel surgimento de resisténcia a este

antibidtico.
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4.2.2. Salmonella spp.

Os resultados dos testes de sensibilidade aos antimicrobianos dos sorovares
de Salmonella spp. encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2 - Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos dos sorovares de Salmonella spp., segundo
CLSI (2015b).

Antibidticos/ S. S. S. S. S. S.
Sorovares Heidelberg Brandenburg Enteritidis Agona  Wortington Infantis
Ampicilina R R S R S S
Amoxicilina + Ac. R S S S S S
Clavulanico

Ceftriaxona I R S R S S
Aztreonam S R S I S S
Gentamicina S S S S S S
Tetraciclina R S S S S S
Ciprofloxacina S S S S S I
Trimetoprim — S S S S S S
Sulfametoxazol

Nitrofurantoina S S R I S S
Ac. Nalidixico R S R I S R

Fonte: préprio autor. R- Resistente; S- Sensivel.

O sorovar Heidelberg apresentou resisténcia a quatro antibioéticos: ampicilina,
amoxicilina + &ac. clavulanico, tetraciclina e ac. nalidixico, e resisténcia intermediaria
a ceftriaxona. A resisténcia superior a trés, ou mais, classes de antibioticos
caracteriza o perfil de multirresisténcia (COSTA et al, 2013). Esse mesmo sorovar
apresentou resisténcia intermediaria a ceftriaxona. Portanto, pode-se considerar que
este isolado de S. Heidelberg € um exemplar de salmonela Multi-Droga Resistentes
(MDR).

O aumento da prevaléncia de salmonelas MDR tem sido um emergente

problema mundial (CDC, 2014). Cepas de Salmonella MDR isoladas tém sido
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identificadas em diversos sorovares como Agona, Anatum, Choleraesuis, Derby,
Dublin, Heidelberg, Kentucky, Newport, Pullorum, Schwarzengrund, Senftenberg,
Typhimurium e Uganda (HUR; JAWALE; LEE, 2012).

A importancia de S. Heidelberg na saude publica tem aumentado, devido aos
resultados que apontam uma reducdo da susceptibilidade aos antimicrobianos
relacionados a ceftriaxona, podendo limitar as op¢des de tratamento de gestantes e
criancas que desenvolvem salmonelose extraintestinal (COLLA et al, 2012).

O sorovar Worthington apresentou sensibilidade a todos os antibiéticos
testados no presente trabalho. Contudo, j4 existe o registro de resisténcia aos
antibioticos de isolados clinicos. Em um estudo de isolamento de S. Worthington, a
partir de um abcesso esplénico de um paciente com leucemia mieloide cronica, foi
detectada resisténcia aos antibioticos ampicilina, gentamicina, cefotaxima,
cloranfenicol e tetraciclina (GHADAGE; BAL, 2002a).

O uso de antibiéticos para o tratamento de salmoneloses ndo é recomendado,
pelo fato de ser uma doenca autolimitante, de maneira geral. Em alguns casos, a
antibioticoterapia agrava o quadro clinico e pode prolongar o estado de portador do
paciente. O tratamento de pacientes imunocompetentes se baseia na reidratacao
oral como suporte para o restabelecimento do organismo. Entretanto, para pacientes
imunocomprometidos e recém-nascidos a anibioticoterapia € indispensavel
(CARDOSO; CARVALHO, 2006).

As tendéncias mundiais de resisténcia a antimicrobianos variam entre
resultados positivos e negativos. O registro anual do NARMS foca a pesquisa de
resisténcia aos antibidticos que sdo considerados importantes na medicina humana,
bem como nos isolados que ja apresentaram multirresisténcia. Durante os 17 anos
de sua histéria, o NARMS encontrou baixa resisténcia de Salmonella a
ciprofloxacina, um dos antibioticos normalmente utilizados no tratamento de
infeccbes em humanos. Em 2011 foi registrado que 85% das salmonelas isoladas de
humanos ndo apresentaram resisténcia a nenhum dos antibiéticos testados. A
multirresisténcia aumentou, de maneira geral, nos isolados de carnes de frango com
leves flutuacdes (FDA, 2014).

A provavel causa deste aumento seria 0 uso de diferentes classes de
antibiéticos como suplementacdo nas racdes dos frangos. Como no exemplo das
cefalosporinas de terceira geragdo, onde foi detectado aumento da resisténcia a esta

classe de antibidticos, de isolados de carne de frango. O grande problema esta no
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fato de que esta classe de antibioticos é muito utilizada no tratamento de infecgbes
de Salmonella, o que acaba por diminuir sua eficacia e limitando as op¢fes. Por sua
vez, o FDA proibiu a administracao (FDA, 2014).

Quinolonas e fluoroquinolonas como ciprofloxacina, e cefalosporinas de
terceira geragdo como ceftriaxona sdo comumente usados em tratamentos de
infeccbes por Salmonella em humanos, nos EUA. O aumento de seu uso profilatico
na medicina veterinaria tem conduzido a elevacao da resisténcia de patégenos como
Salmonella. Em Enterobacteriaceae, a resisténcia ao acido nalidixico se correlaciona
com a diminuicdo da susceptibilidade a ciprofloxacina e possiveis falhas no
tratamento com fluoroquinolonas (HUR; JAWALE; LEE, 2012).

Em 2013, o NARMS testou a sensibilidade a antimicrobianos em mais de
5.000 isolados clinicos, e relatou mudancas nos padrbes registrados nos anos
anteriores, 36% das infeccBes por S. Enteritidis apresentaram resisténcia ao acido
nalidixico. Os sorovares Dublin, Heidelberg, Newport e Typhimurium apresentaram
mais de 2/3 de infeccdes resistentes a ceftriaxona. A resisténcia do sorovar
Heidelberg a ceftriaxona aumentou para 15%. A multirresisténcia permaneceu
constante, mantendo-se em 10% das infecgbes (CDC, 2015b).

Segundo o CDC, de um modo geral, comparando os resultados registrados
entre 2004 e 2008 com os de 2013, notou-se que entre salmonelas néo-tifoides a
resisténcia a ceftriaxona diminuiu 0,7%; a resisténcia ao acido nalidixico aumentou
0,6%; a resisténcia a uma ou mais classes foi maior em 2013, com 19,2% e a
resisténcia a trés ou mais classes manteve em 9,8% em 2013 (CDC, 2015b).

A partir dos resultados deste trabalho e comparado aos de outros autores,
nota-se que a carne de frango € suscetivel a conter a presenca dos patdgenos
Salmonella e L. monocytogenes. Como jA mencionado, sabe-se que as atuais
tecnologias de processamento aplicadas a avicultura ndo séo totalmente eficazes na
eliminacao de Salmonella spp. do produto final, sendo um dos fatores que impedem
0 estabelecimento de um padrédo microbiolégico para determinacédo da qualidade do
produto, na legislacao brasileira. A pesquisa de L. monocytogenes, por sua vez, nao
€ contemplada na avaliacdo da qualidade de carnes de frango sendo exclusiva para
alguns tipos de queijo (BRASIL, 2001b).

Em outros paises, porém, a pesquisa de Salmonella spp. é considerada um
padrdo microbiolégico vigente na avaliacdo de carne de frango. A Unido Europeia

em seu Regulamento (CE) n°® 2073/2005, relativo aos critérios microbiolégicos
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aplicaveis aos géneros alimenticios, estabelece a auséncia de Salmonella em 25 g,
como critério de seguranca para carne picada e preparados de carne, obtidos de
carne de aves destinados a serem consumidos cozidos. Além disso, quando relativo
aos critérios de higiene de processos, também estabelece auséncia em 25g de
carcacas de frango e de carne de perus (EU, 2005).

Apesar de néo ser aplicada diretamente como critério de qualidade da carne
de frango, o mesmo documento também considera (de modo geral) como um
objetivo a manutencdo da seguranca alimentar, que a concentracdo de L.
monocytogenes nos géneros alimenticios deve se encontrar inferior a 100 UFC/g.
Também recomendam, quando necessarios, estudos de conformidade durante o
processo de fabricacdo, para verificar o cumprimento dos critérios estipulados
durante a vida util dos produtos. E um requisito em especial para os produtos
prontos para consumo, a fim de evitar a contaminacdo com este patdégeno (EU,
2005).

Os EUA intensificaram os esfor¢cos para a manutencdo da qualidade de
alimentos. O Food Safety and Inspection Service (FSIS) diz possuir tolerancia zero
para certos patdgenos, incluindo Salmonella e L. monocytogenes. A agéncia
controla a disseminacdo dos patdgenos através da inspecdo dos estabelecimentos
avicolas para verificar a conformidade com os padrdes estabelecidos e pela
elaboracdo de manuais e guias sobre métodos de controle destinados aos
produtores (USDA, 2012, USDA, 2014a).

Os consumidores também se tornaram alvo para transmissao deste tipo de
informacao. Através de portais como “Foodsafety.gov”’ e até mesmo o site do FDA,
0s consumidores possuem acesso as informacdes claras sobre DTA, métodos de
conservacao de alimentos e também sobre os patdgenos mais relacionados com 0s
tipos de alimentos, assim como quais medidas devem ser tomadas em caso de
evolucdo de quadros de DTA (USDA, 2014b, FDA, 2015). Estas sao estratégias de
vigilancia importantes para o efetivo controle sanitario de alimentos, abrangendo
desde a producao até o consumo.

O risco biologico de patogenos alimentares € evidente e deve ser suprimido
por medidas adequadas de vigilancia sanitaria que abrangem n&do somente a correta
e constante inspe¢do da cadeia produtiva, como também o desenvolvimento de
programas educativos para a correta elucidagdo dos problemas vigentes e

orientacdo dos consumidores.
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Diante dos dados sobre a presenca de Salmonella e L. monocytogenes em
carne de frango obtidas neste estudo, evidencia-se a necessidade de intensificar os
esforcos para a manutencdo da seguranca alimentar, com a devida fiscalizacéao
sanitaria dos processos de producao; desenvolvimento de técnicas adequadas para
a garantia de inocuidade dos produtos; a devida orientagdo dos consumidores
quanto aos riscos inerentes a presenca destes micro-organismos e o devido preparo

da carne a ser consumida.
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5 CONCLUSOES

v" O presente estudo confirmou a presenca de Salmonella spp. e L.
monocytogenes em 11,9% e 50% respectivamente, das amostras de cortes de

frango vendidos no varejo, na cidade do Rio de Janeiro;

v' A identificacdo sorolégica de Salmonella aplicada aos isolados detectou a
presenca dos sorovares S. Agona, S. Heidelberg, S. Brandenburg, S. Infantis, S.
Worthington e S. Enteritidis, e os sorotipos 1/2a, 1/2b, 1/2c e 4b, de L.

monocytogenes;

v' Outro achado importante do estudo foi a identificacdo de uma variante do
sorotipo 4b através da Multiplex-PCR. O chamado IVb-vl, muito associado a
amostras clinicas obtidas de casos de listeriose, e que comeca a ser também

associado a alimentos, incluindo a carne de frango;

v" A avaliagdo da sensibilidade a alguns antimicrobianos, importantes no
tratamento das infecgcbes causadas por estes patdgenos, revelou que nos
sorovares de Salmonella encontrados, foi confirmada resisténcia ao &c.
nalidixico, nitrofurantoina, tetraciclina, aztreonam, ceftriaxona e amoxicilina + ac.
clavulanico. J4 para Listeria monocytogenes, foi confirmada a resisténcia a

eritromicina de trés isolados pertencentes aos sorotipos 1/2a, 1/2b, 1/2¢c

v" A carne de frango é um potencial veiculo de contaminagdo por Salmonella spp.
e Listeria monocytogenes, sendo impreterivel os cuidados no preparo como

cozinhar bem e evitar a contaminacéo cruzada.
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