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RESUMO

A produgéo de aves no Brasil tem aumentado consideravelmente, impulsionada
principalmente pelo consumo da carne de frango, 0 que gera uma preocupac¢ao com
a transmissdo de patdégenos ao ser humano. Porém, a higienizagdo e cuidados
adequados durante toda cadeia produtiva pode-se evitar contaminacdes dos
alimentos. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a presenca de bactérias
patogénicas em granjas, esteiras condutoras de cortes de frango em frigorificos antes
e apoés a higiene pré-operacional e operacional, e em cortes de frangos congelados
adquiridos em supermercados, além de comparar geneticamente os isolados obtidos
nos diferentes pontos da cadeia produtiva por sequéncias repetitivas utilizando a
técnica Rep-PCR. Os mesmos isolados também foram submetidos ao teste de
sensibilidade a antimicrobianos. Para tanto, foram realizadas contagem de
Enterobactérias e de Clostridium spp., identificacdo por PCR de Salmonella spp.,
Clostridium perfringens e Escherichia coli diarreiogénicas (E. coli enteropatogénica -
EPEC, E. coli shigatoxigénica - STEC, E. coli enteroagregativa - EAEC, E. coli
enterotoxigénica - ETEC), e isolamento bacteriano. Para quantificagdo de
Enterobactérias e de Clostridium spp., foram colhidos 311 suabes de esteiras de
frigorificos, dos quais procedeu-se, também, o cultivo bacteriano para posterior
identificacdo das amostras por PCR espécie-especifico. Em granjas comerciais, foram
colhidas 164 amostras de suabes com conteudo cloacal de frangos saudaveis e 20
amostras de cortes de frangos congelados em supermercados. Nas granjas, foram
identificadas 107 amostras contendo EPEC, ja nas esteiras condutoras de cortes nos
frigorificos, foram verificadas 23 amostras positivas para E. coli EPEC e uma para C.
perfringens. Em cortes de frangos congelados de supermercados, foram encontradas
guatro amostras contendo EPEC, duas contendo STEC e quatro positivas para C.
perfringens. Em nenhuma amostra foi verificada a presenca de Salmonella spp. A
analise do perfil genético de 27 isolados de EPEC por Rep-PCR mostrou que houve
relacdo genética entre isolados obtidos da mesma procedéncia e entre aqueles
obtidos nos diferentes pontos da cadeia produtiva, indicando a ocorréncia de
contaminacao cruzada. Todos os isolados apresentaram resisténcia a pelo menos um
antimicrobiano. Assim, de acordo com os resultados obtidos, concluiu-se que a
contaminacao bacteriana esta presente em diversos pontos da cadeia produtiva de
frango de corte, desde a granja até o produto final. Certamente, isto mostra a
importancia de maiores cuidados com a higienizacdo em todas as etapas da
producéo, o que possivelmente diminuird a chance de transmissao desses patégenos
para o ser humano.

Palavras Chaves: avicultura, bactérias patogénicas, diversidade genética, resisténcia
a antimicrobianos.
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Title: Quantification of Enterobacteria and Clostridium spp. and molecular detection
of Clostridium perfringens, Escherichia coli and Salmonella spp. at points in the
chicken meat production chain.

ABSTRACT - Brazilian poultry production has been increasing significantly,
mainly by the consumption of chicken meat, which leads to concern about the
transmission of pathogens to human. However, proper hygiene and management in
the production chain of poultry meat may avoid food bacteria contamination. Thus, this
study aimed to evaluate the presence of pathogenic bacteria in poultry farms, sanitary
conveyors of Brazilian slaughterhouses, before and after the pre-operational and
operational hygiene, and in frozen cuts of chicken commercialized in supermarkets,
beyond of comparing isolates obtained in different points of the production chain by
repetitive sequences using Rep-PCR. The same isolates were also submitted to
antimicrobial sensitivity test. For this, it was performed Enterobacteriaceae and
Clostridium spp. counts, identification of Salmonella spp., Clostridium perfringens and
diarrheagenic Escherichia coli (Enteropathogenic E. coli - EPEC, Shigatoxigenic E. coli
- STEC, Enteroaggregative E. coli - EAEC, Enterotoxigenic E. coli - ETEC) through
PCR and bacterial isolation. For quantification of Enterobacteriaceae and Clostridium
spp. and PCR identification of pathogens, 311 samples were collected from sanitary
conveyors using sterile swabs. From poultry farms, 164 samples of cloacal content
swabs were collected from healthy chickens, and 20 samples of frozen chicken cuts
were taken from supermarkets. In commercial poultry farms, 107 positives samples for
EPEC were identified. Similarly, it was found 23 positive samples for EPEC and one
for C. perfringens in sanitary conveyor at chicken slaughterhouses. In cuts of chicken
from supermarkets, it was found four positive samples for EPEC, two for STEC and
four for C. perfringens. No samples were diagnosed with the presence of Salmonella
spp.. The genetic profile analysis of 27 EPEC strains showed that there was a genetic
relationship among isolates from the same origin and among those obtained from
different points of the production chain, which is an indicative of cross contamination.
All isolates are resistant to at least one antimicrobial. Thus, according to the results
obtained, it was attested that bacterial contamination might be present in various points
of the poultry meat production chain, from the poultry farms to the final product.
Certainly, it denotes the importance of enhanced care with the hygiene and
management in all stages of the meat production, which possible will reduce the
chance of these harmful pathogens transmission to human.

Keywords: poultry production, pathogenic bacteria, genetic diversity, antimicrobial
resistance.



1. INTRODUCAO

O desenvolvimento da avicultura brasileira teve inicio a partir da década de
1950, periodo no qual houve uma modificacdo no sistema de producéo de carne de
frango, que anteriormente era realizado artesanalmente com a producdo do frango
caipira (BELUSSO; HESPANHOL, 2010; VASCONCELOS et al., 2015). A producéao
em larga escala de frango comecou a partir da importacdo de novas linhagens, com
modernizacdes nos setores da genética, sanidade e nutricdo, e com a introducéo de
instalacdes tecnificadas (TAVARES; RIBEIRO, 2007).

Segundo dados do Relatorio Anual da Associagao Brasileira da Proteina Animal
— ABPA (2015), em 2014, a avicultura industrial brasileira ocupou o primeiro lugar no
ranking mundial como exportador de carne de frango, comercializando 4,09 milhdes
de toneladas. Em 2015, a estimativa € que houve um crescimento da producao da
carne de frango de 3,58% em relacdo ao ano anterior, com o equivalente a 13,146
milhdes de toneladas, fazendo com que o Brasil ultrapasse a producédo da China
(ABPA, 2016).

Com o aumento na produc¢éo da carne de frango, intensificou-se a preocupacao
com a veiculacdo de microrganismos prejudiciais a satude humana em alimentos. Uma
das maneiras de se evitar a contaminagdo por microrganismos patogénicos, € a
higienizacdo adequada durante toda a cadeia produtiva de carne de frango (PINTO,
1996; SOUZA, 2014).

As principais toxinfec¢des alimentares sdo causadas por bactérias, como
Yersinia enterocolitica, Salmonella Typhimurium, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,

Campylobacter jejuni, Clostridium perfringens, C. botulinum, entre outros. Os



alimentos de origem animal, possuem nutrientes suficientes para a multiplicacao de
tais patdgenos, sendo que as contamina¢des podem ocorrer em qualquer etapa da
cadeia produtiva, chegando ao produto final, o0 que pode ocasionar prejuizos
econdmicos e danos a saude humana (FLORES; MELO, 2015).

Com o desenvolvimento da biologia molecular, a deteccao e identificacdo de
microrganismos e de genes especificos, seja por meio de primers especificos ou por
sequenciamento de fragmentos de DNA, tem sido largamente aplicada na
microbiologia, devido a obtencédo de resultados em menor tempo e com maior eficacia
(BARGHOUTHI, 2011). A técnica de marcadores moleculares por Rep-PCR, por
exemplo, tem ajudado no estudo da diversidade genética bacteriana, demonstrando
gue € possivel encontrar variabilidade genética em isolados da mesma espécie
bacteriana (ALBUFERA et al., 2007; CHAPAVAL et al., 2010).

Diante o exposto, o0 presente trabalho teve por objetivo avaliar a higiene preé-
operacional e operacional de esteiras condutoras de cortes de frango em frigorificos
localizados na regido Sudeste do Brasil, por meio da quantificacdo de coldnias
bacterianas de Enterobactérias e Clostridium spp., e identificacdo de Clostridium spp.,
Salmonella spp. e Escherichia coli diarreiogénicas, sendo a shigatoxigénica (STEC),
enteropatogénica (EPEC), enterotoxigénica (ETEC) e enteroagregativa (EAEC) por
PCR. Adicionalmente, tal pesquisa de patégenos foi realizada em granjas comercias
de frangos de corte e em cortes de frangos congelados comercializados em
supermercados. A fim de verificar a presenca de diversidade genética em diversos
pontos a cadeia produtiva da carne de frango, o perfil genético dos isolados
bacterianos obtidos foram analisados por Rep-PCR. Além disso, todos os isolados

foram submetidos ao teste de sensibilidade a antimicrobianos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Avicultura

A avicultura no Brasil comecou sua modernizacéo a partir da década de 1950,
em que a criacao avicola familiar em pequenas propriedades, tornou-se uma criacao
industrial com producdo em larga escala (BELUSSO; HESPANHOL, 2010;
VASCONCELOS et al., 2015). Essa modernizacdo ocorreu principalmente pela
importacdo de novas linhagens de frango e em melhorias nos setores de genética,
sanidade, nutricdo das aves e na introducéo de instalacdes tecnificadas (TAVARES,;
RIBEIRO, 2007).

Essa mudanca na avicultura ocorreu, principalmente, devido ao aumento do
consumo da carne de frango no Brasil, no qual esse consumo medio per capita era de
11,80kg/ano, em 1988, e passou para 42,78kg/ano, em 2014 (ABPA, 2015). Segundo
a Departamento de Agricultura dos EUA, em 2014, o consumo médio mundial da carne
de frango foi de 38,42kg/pessoa.

Atualmente, a agropecuaria brasileira corresponde a 23% do produto interno
bruto (PIB) total da economia, sendo que a avicultura representa cerca de 1,5%, além
de empregar cerca de 3,6 milhdes de pessoas, demonstrando a importancia desse
setor agropecuario (ABPA, 2012).

O setor avicola é importante para todos os paises do mundo, principalmente
para os que estdo localizados no Sul da Asia e na Africa os quais enfrentam graves
problemas por falta de alimentos. A avicultura representa, neste cenario, 0
fornecimento de uma proteina animal de boa qualidade, com altos niveis de vitaminas

e minerais para todo o mundo (FARRELL, 2013).



Uma das grandes preocupac¢fes da cadeia produtiva de aves é a obtencéo de
produtos e subprodutos, tais como a carne e os cortes de frangos com baixos niveis
de contaminacao, visando evitar prejuizos econ6micos e risco a saude publica

(SOUZA et al., 2014).

2.2. Cadeia produtiva de aves de corte

A posicdo de destaque do Brasil no cenario mundial de producéo de carne de
frango € devido as moderniza¢cBes em toda a cadeia produtiva, sendo aplicadas desde
as granjas até os frigorificos, além das tecnificacdes que ocorreram em toda a area
de processamento de carnes, as quais ajudaram a aumentar o volume no abate e na
producéo de cortes de aves, para que o pais conseguisse atender as demandas dos
mercados nacional e internacional (SOARES et al., 2014). Em 2014, os aviarios,
abrigaram cerca de 6.226,2 milhdes de cabecas de frango, o que demonstra a
importancia do setor avicola para a economia brasileira (AVISITE, 2015).

Outro ponto que contribuiu para a sustentabilidade da avicultura brasileira foi o
desenvolvimento do mercado, cujas relagdes entre a unidade produtiva e a industria
se estreitaram, criando um sistema de integracdo avicola denominado producéo
integrada, na qual ha beneficio para ambas as partes (FREITAS; BERTOGLIO, 2001).
Com a estruturacao e o alto nivel de coordenacéo, o mercado avicola brasileiro tornou-
se um grande competidor no mercado mundial (ARAUJO et al., 2008). Atualmente, o
Brasil exporta carne de frango para mais de 140 paises, sendo a Asia e a Unido
Européia os maiores compradores (ABPA, 2015).

Nos dias atuais, a estruturacdo da cadeia produtiva de frango de corte é

constituida por dois elos, sendo o principal representado pelo avozeiro, matrizeiro,



incubatério, aviario, frigorifico varejista e consumidor final; e o auxiliar, composto por
pesquisa e desenvolvimento genético, medicamentos, milho, soja e outros insumos,
equipamentos e embalagens (Figura 1) (ARAUJO et al., 2008; VOILA; TRINCHES,

2013).
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Figura 1. Fluxograma da cadeia produtiva de aves de corte. Fonte: PAIVA et al., 2005
citado por ARAUJO et al, 2008.
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2.3. Processamento da carne de frango

No Brasil, todo e qualquer processamento de alimentos é fiscalizado por 6rgaos
vinculados ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Para os
alimentos de origem animal, ha um departamento especifico denominado
Departamento de Inspecdo de Produtos de Origem Animal (DIPOA), o qual é
responsavel por assegurar a qualidade de produtos destinados ao mercado interno e
externo (BRASIL, 2015a).

No caso especifico do processamento da carne de frango, ha dois
regulamentos, criados pelo DIPOA, que devem ser obrigatoriamente seguidos pelos
abatedouros, o Regulamento Técnico da Inspecdo Tecnoldgica e Sanitaria de Carnes

de Aves (BRASIL, 1998) e o Regulamento da Inspecéo Industrial e Sanitaria de



Produtos de Origem Animal (BRASIL, 2008). Estes regulamentos abrangem questbes
referentes ao pré-abate e ao abate, que consistem nas etapas de insensibilizacao,
sangria, escalda, depenagem, evisceracdo, pré-resfriamento, resfriamento,
gotejamento, classificacdo, embalagem, tempo de armazenamento e comercializagéo

(Figura 2).
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Figura 2. Fluxograma de abate de frangos de corte.

Segundo as normas da Portaria n°® 210 (BRASIL, 1998), os frigorificos que
realizam cortes e/ou desossa de aves, devem possuir uma secdo exclusiva e
separada dos demais setores, além de ser climatizada com temperatura ndo superior
a 12°C. As esteiras condutoras dos cortes de frango, por sua vez, devem ser de ago
inoxidavel ou de um material resistente denominado “borracha sanitaria”, sem bordas

e de coloragéo clara.



O protocolo de limpeza dessas esteiras estd descrito em um programa
especifico que deve ser seguido pelos frigorificos, o qual é denominado de Limpeza e
Sanitizacdo (Procedimentos Padrdes de Higiene Operacional — PPHO), que abrange
os procedimentos de higienizagdo executados antes do inicio das operacgdes,
denominados pré-operacionais, e durante as mesmas, 0s operacionais (BRASIL,
2005).

Na higienizacdo pré-operacional ocorre a limpeza e sanitizagdo nos ambientes
e equipamentos, incluindo o total esvaziamento dos tanques do sistema de pré-
resfriamento e a limpeza das esteiras condutoras de cortes de frango. Para tanto, &
necessario efetuar a remocao dos residuos, 0 enxague com agua sobre presséo e
temperatura entre 45°C e 50°C, seguido da aplicacdo de detergente, esfrega e um
Nnovo enxague com agua sobre pressdo na mesma temperatura. Posteriormente, €
realizada a aplicacdo de sanitizante, aprovado pelo MAPA como o amonio
guaternario, acido aceético, dentre outros, com tempo de acdo de, no minimo, 15
minutos e, por ultimo, um enxague com agua sobre pressao nas mesmas condicoes.

Ja na higienizacdo operacional, a limpeza é efetuada também nos ambientes e
equipamentos, incluindo as esteiras, sendo que este procedimento s6 deve ser
realizado em frigorificos que possuem mais de um turno de trabalho (BRASIL, 2001).
Tal higienizacdo compreende somente a remocao dos residuos com o enxague de
agua sobre pressdo com temperatura variando entre 45°C a 50°C. De acordo com a
Portaria n® 210 do MAPA, agua potavel é aquela que possui inocuidade microbiologica
e contém de 0,5mg/L até 2,0mg/L de cloro livre (BRASIL, 1998).

Segundo Thévenot et al. (2005), a higienizagdo somente com agua sobre

pressao tem por finalidade evitar a contaminacao do alimento que entra em contato



com a superficie da esteira. No entanto, alguns autores consideram que a agua
poderia permitir a disseminag¢ao de microrganismos na esteira e no ambiente por meio
da liberacdo de aerosséis e, assim, contaminar outras carcagas que entrarem em
contato com este ambiente (SOARES et al., 2014).

Ha na industria alimenticia a prevaléncia de alguns microrganismos nocivos a
saude humana, que sdo causadores das toxinfec¢des alimentares, dentre estes
podemos citar E. coli diarreiogénica, Salmonella spp., Listeria spp., C. perfringens,
Campylobacter jejuni e Shigella spp. (CDC, 2013). Para que a industria garanta a
gualidade de seus produtos, € necessario que a higienizagdo no ambiente e
equipamentos seja realizada de maneira criteriosa, conforme as normas estabelecidas

pelo MAPA (FLORES; MELO, 2015).

2.4. Padrdes microbioldgicos exigidos para comercializacéo de carne de frango
e derivados

Para a comercializacdo da carne de frango no mercado interno e externo, ha
varias normas que devem ser seguidas para certificar a auséncia de quaisquer
microrganismos e/ou substancias que possam causar danos a saude. Algumas
dessas exigéncias sdo quanto aos padrdes microbiolégicos, podendo ser impostas
tanto pelo mercado interno como pelos paises importadores. Um exemplo é a
legislacdo estabelecida pelos EUA, que exige testes microbiologicos diarios para
Escherichia coli, Salmonella spp. e também para Listeria spp.. Ja no caso da Unido
Européia, o0s testes exigidos sdo de contagem total de mesofilos e

Enterobacteriaceae, sendo realizadas amostragens semanais (BRASIL, 2005).



A legislacéo brasileira determina que antes da carne de frango chegar ao
consumidor final, os frigorificos devem submeter estes produtos a testes de presenca
de Salmonella spp. e Listeria spp., além de realizar a contagem de coliformes
termotolerantes, de clostridios sulfito-redutores e de Staphylococcus aureus (BRASIL,
2001).

O consumidor final esta cada vez mais informado e preocupado com sua saude.
Assim, € de suma importancia que o produto final chegue a mesa do consumidor sem
a presenca de quaisquer patdégenos (ROSA et al., 2013). Porém no Brasil, e também
em outros paises, € possivel encontrar na carne de frango, bactérias que causam
toxinfecgbes alimentares, tais como Salmonella spp., E. coli patogénica, C.

perfringens e Campylobacter spp. (ZHAO et al., 2001; ARAS; HADIMLI, 2015).

2.5. Principais bactérias patogénicas encontradas na carne de frango

2.5.1. Clostridium spp.

Clostridium spp. € uma bactéria Gram positiva, em forma de bastonetes,
produtora de esporos e consequentemente, altamente resistente. Muitas espécies de
Clostridium spp. produzem potentes toxinas, como é o caso do C. perfringens, que
pode provocar gangrena gasosa e a intoxicacao alimentar no ser humano e a enterite
necrotica em aves, e do C. botulinum, que é responsavel pelo botulismo em humanos

e animais (DURRE, 2005).
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2.5.1.1. Clostridium perfringens

C. perfringens € anaerobio, capaz de produzir toxinas, e pode ser encontrada
no solo, em graos, no trato gastrointestinal dos animais e até mesmo do ser humano
(TORTORA, 2005; GOMES, 2007).

As estirpes de C. perfringens sao classificadas em cinco tipos A, B, C, D e E,
de acordo com as toxinas que sao produzidas por cada tipo, sendo estas denominadas
alfa, beta, épsilon e iota, além das enterotoxinas (HEIKINHEIMO et al., 2009). Assim,
o tipo A é capaz de produzir somente a toxina alfa, ja o B produz as toxinas alfa, beta,
epsilon, o tipo C produz as toxinas alfa e beta, o D produz as toxinas alfa e épsilon e
o tipo E produz as toxinas alfa e iota. O genes codificadores das toxinas alfa, beta,
epsilon, iota e das enterotoxinas sédo cpa, cpb, etx, iap e cpe, respectivamente
(BAUMS et al., 2004).

Contaminacdes por C. perfringens, ocasionam intoxicacdo alimentar no ser
humano e enterite necrotica em aves, além de enterotoxemias e gangrena gasosa,
caso ocorra o contato com um ferimento, em seres humanos e animais (NILLO, 1980).
De acordo com Schocken-Iturrino et al. (2009), a enterite necrotica em aves é causada
pelo C. perfringens dos tipos A e C, que ocasionam enormes perdas econémicas na
avicultura. Além dos prejuizos econbmicos, esta bactéria € capaz de provocar
toxinfeccOes a partir da ingestdo de carne in natura contaminada, principalmente de

origem avicola e bovina (CDC, 2015).

2.5.2. Enterobactérias
A familia Enterobacteriaceae constitui um grande grupo heterogéneo de

bactérias Gram negativas que podem ser encontrados no solo, na agua e na
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vegetacdo, além de serem comumente encontradas na microbiota intestinal dos
animais e do ser humano (PUERTA-GARCIA; MATEOS-RODRIGUEZ, 2010).

Os principais géneros que compfe esta familia sdo Klebsiella spp.,
Enterobacter spp., Proteus spp., Providencia spp., Morganella spp., Citrobacter spp.,
Salmonella spp., Shigella spp., Serratia spp., Edwarsiella spp., Hafnia spp., Yersinia
spp. e Escherichia spp.. (KONEMAN et al., 2012). Dentre estes géneros, 0S que mais
se destacam por causarem doencgas, tanto em humanos como animais, s&o
Salmonella spp., Escherichia coli, Klebsiella spp., Proteus spp. e Shigella spp.

(BRASIL, 2013).

2.5.2.1. Salmonella spp.

Salmonella spp. sdo bactérias em forma de bastonetes Gram negativos, nao
produz esporos, sao anaerébias facultativas e quase todas as espécies possuem
flagelos (TESSARI et al., 2003). Atualmente, este género € dividido em duas espécies
Salmonella enterica e Salmonella bongori, sendo a Salmonella enterica subdividida
em seis subespécies Enterica, Salamae, Arizonae, Diarizonae, Houtenae e Indica
(SANDERSON; NAIR, 2013).

Este microrganismo tem grande importancia mundial, por se tratar de uma
espécie causadora de importantes surtos de toxinfeccbes alimentares em seres
humanos, sendo estes associados a ingestdo de alimentos contaminados,
principalmente os de origem animal, sendo um risco para a saude publica (TESSARI
et al., 2003).

Esta bactéria também pode infectar varias espécies animais e pode ser

encontrada no trato gastrointestinal de mamiferos, répteis, aves e até de insetos
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(CARDOSO; TESSARI, 2008). Em aves, a infec¢gédo por Salmonella spp. pode causar
prejuizos na producédo, mortalidade dos animais, além de contaminar os produtos que
sédo direcionados ao consumo humano, o que, consequentemente, provoca prejuizos

financeiros e riscos a salde humana (GIL DE LOS SANTOS; GIL-TURNES, 2005).

2.5.2.2. Escherichia coli

O género Escherichia pode ser ou ndo causador de doencas, no entanto, 0s
sorotipos causadores de enfermidades sdo de suma importancia para a saude publica
e para a sanidade dos animais. A bactéria E. coli € um bastonete Gram negativo, ndo
esporulado, flagelado, anaerébio facultativo (TRABULSI et al., 2002), sendo que
dentro deste grupo ha cepas altamente patogénicas, tais como a E. coli
enterohemorragica (EHEC), E. coli produtora de Shiga toxina (STEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatogénica

(EPEC), dentre outras (CDC, 2015).

2.5.2.2.1.Classificacdo em patotipos de E. coli

Os isolados de E. coli patogénicos sao classificados de acordo com sua
patogenicidade, sendo assim, avaliados conforme seus fatores de viruléncia e
mecanismos pelos quais provocam doencas tanto em humanos como em animais
(COURA; LAGE; HEINEMANN, 2014).

Estas bactérias também sdo divididas em dois grandes grupos, E. coli
diarreiogénica, aquela que provoca alteracdes intestinais, como a diarreia, e E. coli

extraintestinais (EXPEC), que atuam fora do intestino, ocasionando outros tipos de
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doenca como a sindrome do trato urinario (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004;
CROXEN; FINLAY, 2010).
Algumas E. coli diarreiogénicas sao transmitidas ao ser humano pelo alimento

e podem ocasionar toxinfec¢des, tais como EPEC, STEC, EHEC, EAEC e a ETEC.

2.5.2.2.1.1. Escherichia coli enteropatogénica

A EPEC causa diarreia aquosa com presenca de muco, acompanhada de
vémitos e febre, acometendo, principalmente criancas com até um ano de idade e
animais jovens (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; KONEMAN et al., 2012).

A colonizagdo por EPECs ocorre nas microvilosidades do intestino,
principalmente no delgado, onde provocam uma leséo caracteristica fazendo com que
0s microvilos se unam ou desaparecam, levando a diarreia cronica e
consequentemente a ma absorcdo dos nutrientes, 0 que ocasiona perda de peso e,
no caso de crianca, retardo no crescimento (ARENAS-HERNANDEZ; MARTINEZ-
LAGUNA; TORRES, 2012).

As EPECs nao produzem nenhum tipo de toxina. Seu gene para viruléncia, eae,
encontra-se no locus of enterocyte effacement (LEE), em uma ilha de patogenicidade
(PAI) e é responsavel pela producao de hemolisinas e fimbrias P (CROXEN; FINLAY,

2010).

2.5.2.2.1.2. Escherichia coli shigatoxigénica e enterohemorragica
E. coli shigatoxigénica produz ao menos uma das toxinas Shiga, stx1 ou stx2,

ja a EHEC produz as duas Shiga toxinas (GYLES, 2007), além de possuir a ilha de
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patogenicidade LEE (locus of enterocyte effacement), assim como o patétipo EPEC
(COURA; LAGES; HEINEMANN, 2014).

As cepas de STEC podem causar diarreia aquosa e sanguinolenta, colite
hemorragica, sindrome hemolitico-urémica (SHU) e até a morte, j& que suas toxinas
atuam na destruicéo das células epiteliais dos tecidos (PUERTA-GARCIA; MATEOS-
RODRIGUEZ, 2010).

As cepas de EHECs causam, tanto em humanos como em animais, severas
patologias no intestino grosso, como diarreia sanguinolenta, colite hemorragica,
sindrome hemolitico-urémica e purpura trombotica trombocitopénica. Em suinos,
ocasionam uma enfermidade especifica denominada Doenca do Edema (CROXEN;
FINLAY, 2010).

Ha espécies animais que sdo considerados portadores assintomaticos de
EHEC, e, portanto, reservatorios desse patotipo, como é o caso dos bovinos (GYLES,
2007). Por isso, 0s surtos por este patotipo podem estar associados ao consumo de
varios tipos de alimentos como carnes bovinas moidas, suinas e de frango, além de
hamburgueres malcozidos, salsichas, leite ndo pasteurizado, alface e suco de maca
ndo pasteurizado (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; MAGWEDERE, 2013; COURA,;

LAGE; HEIMANN, 2014).

2.5.2.2.1.3. Escherichia coli enteroagregativa

Este patétipo de E. coli também causa doencgas intestinais tanto no ser humano
como nos animais. As EAECs colonizam o intestino, principalmente o célon,
ocasionando diarreia aguosa, acompanhada ou ndo de muco e podendo ter duracéo

de mais de 14 dias (CROXEN; FINLAY, 2010).
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O subgrupo EAEC é capaz de produzir citotoxinas e enterotoxinas, possuindo
fimbrias de aderéncia agregativa do tipo I-1V (AAFI-1V), as quais sao expressas pelos
genes presentes no plasmideo de adesdo agregativa (pAA) (KAPER; NATARO;

MOBLEY, 2004; CROXEN; FINLAY, 2010).

2.5.2.2.1.4. Escherichia coli enterotoxigénica

Em humanos e animais, as cepas de ETECs colonizam o intestino delgado
ocasionando, também a diarreia aquosa, semelhante a da Vibrio cholerae, além de
provocar colicas abdominais leves, vomitos e desidratagdo (KONEMAN et al., 2012).
Sua colonizacdo ocorre por aderéncia, principalmente na mucosa do intestino
delgado, sem penetra-la, causando diarreia (CROXEN; FINLAY, 2010).

As enterotoxinas, por sua vez, Sao responsaveis por atuar no tecido intestinal.
Essas toxinas sdo divididas em dois tipos, as termoestaveis (ST) e termolabeis (LT),
ambas modificam as func¢des dos enterdécitos, aumentando a secrecéo e diminuindo a
absorcao de liquidos, sem alterarem morfologicamente as células intestinais (NAGY;
FEKETE, 2005; COURA; LAGE; HEINEMANN, 2014).

As toxinas termoestaveis sdo denominadas STaP, STaH e STb, dependendo
da origem da ETEC. Por exemplo a STaP é produzida pelos animais e a STaH por
seres humanos. Ja as termolabeis sédo divididas em LTI e LTI, podendo ter

subdivisdes de acordo com sua fonte, seres humanos ou animais (MAINIL, 2013).

2.5.3. Resisténcia das bactérias aos antimicrobianos
O uso indiscriminado de antibiéticos para o tratamento de doencgas humanas e

animais tem aumentado o surgimento de bactérias resistentes, comprometendo a
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saude dos hospedeiros, j& que estes microrganismos sao dificiimente eliminados por
estas drogas (BLAAK et al.,, 2015). Estas bactérias podem estar presentes em
quaisquer fontes, porém o maior risco de contaminacao ocorre a partir da ingestao de
agua nédo potavel e de alimentos, tanto de origem animal como de origem vegetal
(SAYAH et al., 2005; PRIO et al., 2006).

Outro problema relacionado ao uso excessivo de antimicrobianos é a
contaminagdo do meio ambiente, sendo estas substéncias disseminadas no solo e
nas aguas superficiais (KUMMERER, 2004).

Os antimicrobianos utilizados nos tratamentos de doencas podem ser
separados em diversos grupos, tais como B-lactamicos, Quinolonas, Glicopeptideos,
Oxazolidinonas, Aminoglicosideos, Macrolideos, Lincosaminas, Nitrozimidazolicos,
Cloranfenicol, Estreptograminas, Sulfonamidas, Tetraciclinas, além dos novos grupos
gue sao as Gliciclinas, Polimixinas, Daptomicina e a Gemifloxacina (BRASIL, 2015b).

Na avicultura, os antimicrobianos, além de serem utilizados para o tratamento
de doencas, estes sdo usados como promotores de crescimento auxiliando no
aumento do desempenho zootécnico e na produtividade das aves (ANDERSON et al,
1999; KURITZA et al., 2014).

A bactéria E. coliresistente pode ser encontrada em qualquer hospedeiro, tanto
em animais como em humanos (SAYAH et al., 2005). De acordo com Obeng et al.
(2012), E. coli resistentes a tetraciclinas, ampicilinas, sulfametoxazol-trimetoprim,
estreptomicina, espectinomicina e a floranfenicol foram encontradas em amostras de
carne de frango e em ovos. Também foram encontradas E. coli resistentes a
ampicilina, tetraciclina e sulfonamida em amostras de fezes colhidas de humanos e

animais, como de bovinos, suinos e aves de corte (TADESSE et al., 2012). Algumas
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cepas de E. coli podem ser resistentes a mais de um antibiético, de acordo com o
estudo realizado por Okamoto et al. (2012), que avaliaram a resisténcia
antimicrobianas em isolados do intestino de galinhas de postura saudaveis.

Em Salmonella foi possivel verificar tal resisténcia a estreptomicina, tetraciclina
e sulfazotrim em 100% das amostras do sorovar Hadar isoladas a partir de carcacas
de frango congeladas (RIBEIRO et al.,, 2006). Em outro estudo, a presenca de
Salmonella spp. resistentes a antimicrobianos foi verificada em aviarios, sendo os
isolados desta bactéria resistentes a um ou mais antimicrobianos, principalmente a
tetraciclina (PANDINI et al., 2014).

Em C. perfringens, a resisténcia antimicrobiana também foi encontrada, em um
estudo realizado em suinos, no qual esta bactéria foi resistentes ao ceftiofur, a
enrofloxacina, a eritromicina, a lincomicina e a tilosina (NGAMWONGSATIT et al.,
2016). Ja em amostras de carnes de bufalo, cabra e frango, os isolados de C.
perfringens apresentaram resisténcia a estreptomicina, a ceftazidima, ao sulfato de
colistina, a cefalotina, a ampicilina e a gentamicina (SINGH; BHILEGAONKAR;
AGARWAL, 2005).

Devido a periculosidade de ocorrer uma grande proliferacdo e surgimento de
mais bactérias resistentes, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) esta trabalhando
em prol de diminuir o uso excessivo de antibioticos (BRASIL, 2015b). Pelo mesmo
motivo, alguns paises, como a Unido Europeia, proibiram o uso dessas drogas na

nutricdo animal (EC, 2003; KURITZA et al., 2014).
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2.5.4. Enfermidades causadas pelos microrganismos pesquisados veiculados
na carne de frango

A pesquisa e o controle de patdgenos na producdo de carne de frango é de
suma importancia para a economia brasileira, j& que a qualidade da carne e as
caracteristicas sanitarias sdo 0s aspectos que mais influenciam nas transacdes
internacionais. O cumprimento das normas exigidas no exterior é de grande valia, pois
se a qualidade da carne nao estiver de acordo com os padrdes do pais importador, a
exportacdo brasileira é prejudicada, gerando, assim, um grande impacto econdmico
em um dos setores agropecuarios que mais gera renda ao pais (JUNIOR et al., 2007).

Do ponto de vista da saude publica, o consumo de carne de frango esta
diretamente relacionado com os surtos de toxinfec¢des alimentares em humanos.
Dentre as bactérias envolvidas nesses surtos estdo as Salmonella spp., as E. coli
diarreiogénicas e o C. perfringens, que podem ser encontradas no intestino de aves,
e, com a evisceragao incorreta, contaminam as carcagas, e as esteiras condutoras de
cortes de frango (CDC, 2016).

Segundo estimativas do Center of Diseases Control and Prevention (CDC), a
cada ano, nos EUA, 48 milhdes de pessoas contraem toxinfec¢cdes por consumo de
alimentos contaminados, dentre as quais 128.000 pessoas sao hospitalizadas e 3.000
morrem (CDC, 2015).

As principais toxinfeccdes ocorridas nos EUA sdo causadas por Campylobacter
spp., C. perfringens, Listeria spp., Shigella spp., Salmonella spp. e E. coli
diarreiogénicas. O numero de casos de toxinfeccdes alimentares, causados por C.
perfringens e Salmonella spp., é de 1 milhdo por ano cada, ja a E. coli diarreiogénicas

€ responsavel por aproximadamente 81 mil casos de toxinfeccbes, sendo E. coli
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Enterotoxigénica (ETEC) a principal causadora (CDC, 2015). No Brasil, ndo ha relatos
sobre a veiculacdo bacteriana através de produtos de origem animal, iSso ocorre pela
escassez de diagnoésticos rapidos para infec¢des bacterianas e também pela nédo

notificacdo dessas infecgoes.

2.6. Analises moleculares de bactérias

Com o desenvolvimento das técnicas moleculares, a deteccdo e identificacdo
de espécies de microrganismos e genes especificos tem sido cada vez mais aplicadas
na microbiologia, devido a obtencéo de resultados com maior acuracia e em menor
tempo (BARGHOUTHI, 2011). Identificacdo de Salmonella spp., E. coli e C.
perfringens de diversas fontes por meio de PCR, tem sido largamente citada na
literatura (ZHAO et al., 2001; ARAS; HADIMLI, 2015).

A modernizacdo das técnicas moleculares permitiu o estudo do polimorfismo
entre individuos geneticamente relacionados mediante a aplicacdo de marcadores
moleculares tais como RFLP!, RAPD?, AFLP3, Rep-PCR* e SSR°® (SABAT et al.,
2013). Dentre estes, destaca-se a técnica de Rep-PCR, que engloba a utilizacdo dos
marcadores REP, ERIC, BOX, e consisti na analise de perfis genéticos de isolados
bacterianos. Nesta técnica, o fragmento de DNA flanqueado por primers especificos,
localizado entre os elementos repetitivos, € amplificado por PCR e os padrdes de
bandeamento de cada isolado, obtidos por eletroforese, sdo comparados a fim de se

determinar a relacdo genética entre os mesmos (VERSALOVIC et al., 1991).

1 Restriction Fragment Length Polymorphism

2 Random Amplified Polymorphic DNA

3 Amplified Fragment Length Polymorphism

4 Repetitive-element Polymerase Chain Reaction
5 Simple Sequence Repeats
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Ha trés iniciadores que sédo mais utilizados para o emprego dessa técnica, o
REP com elementos repetitivos de 35-40 pb (VERSALOVIC et al., 1991), ERIC® com
elementos de 124-127 pb (VERSALOVIC et al., 1991) e BOX, cujas subunidades séo
BOX A (57 pb), BOX B (43 pb) e BOX C (50 pb), aplicadas especificadamente para
cada grupo bacteriano (KOEUTH; VERSALOVIC; LUPSKI, 1995).

A técnica de Rep-PCR tem demonstrado ter reprodutibilidade, tipabilidade,
estabilidade e alta qualidade discriminatéria, além de ser versatil para estudos
epidemioldgicos a fim de se estudar as relagdes entre estirpes bacterianas (ISHII;
SADOWSKY, 2009; CHAPAVAL et al., 2010).

Esta técnica pode ser aplicada em diversos microrganismos, tais como Bacillus
cereus, B. anthracis, Pseudomonas aeruginosa, E. coli, Salmonella spp. (CHERIF et
al., 2003; ALBUFERA et al., 2007; CHAPAVAL et al., 2010). Para E. coli, marcadores
Rep-PCR possuem alto potencial discriminatério. De acordo com Wan et al. (2012),
esta técnica foi altamente eficiente em demonstrar a variabilidade genética dos
isolados de E. coli em suinos. E outro estudo desenvolvido por Soltani et al. (2012),
também evidenciou um elevado grau de polimorfismo entre E. coli isoladas de aves

de corte.

6 Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido nas dependéncias do Laboratorio de
Anaerodbios, do Departamento de Patologia Veterindria e do Laboratério de
Epidemiologia Molecular, do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e
Reproducédo Animal, ambos da Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias, FCAV,
UNESP, Campus de Jaboticabal. As amostragens deste estudo foram colhidas em
diversos pontos da cadeia produtiva de carne de frango, conforme demonstrado na
Figura 3.

As amostras foram nomeadas de acordo com a sua procedéncia, granja (PF),
frigorifico (SH) e supermercado (M), seguido pelo numero referente ao

estabelecimento, nUmero da amostragem.

— = —

Contagem de Verificac@o da presenca de Salmonella
Enterobactérias e spp., E. coli e Clostridium perfringens por
Clostridium spp. PCR

Deteccéo de genes codificadores de
toxinas de Clostridium perfringens por meio
da PCR multiplex

Isolamento dos patdégenos positivos

Aplicacdo da técnica de Rep-PCR

Figura 3. Esquema de obtencao das amostragens realizadas neste estudo.
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3.1. Amostragens realizadas na cadeia produtiva de frango de corte
3.1.1. Amostragens em frigorificos

Foram realizadas seis colheitas, em trés frigorificos de aves, localizados no
interior do Estado de S&o Paulo, nas regides de Campinas e Monte Alto e na regiao
de Passos, sul de Minas Gerais. As amostragens foram efetuadas em superficie de
esteiras antes e apds o processo de higienizacao por aspersao continua de agua nas
mesmas, totalizando 311 amostras (Tabela 1). As amostragens nesses
estabelecimentos ndo obedeceram a um critério especifico de tempo, ou seja, essas

amostragens ocorreram com alguns meses diferenca.

Tabela 1. Numero de amostras colhidas por periodo e o tipo de limpeza em frigorificos.

Amostragem em frigorificos

Frigorifico? Localizago Més da Antes 9a Apés da Antesda Apébs da N°éztal
coleta LPO LPO LO LO amostras
SH1.S1 Passos/MG  Jun/2013 12 12 12 12 48
SH1.52 Passos/IMG  Dez/2013 15 15 15 15 60
SH1.S3 Passos/MG  Ago/2014 15 15 15 15 60
SH2.S1 A'\ftcc))?é% Ago/2013 18 18 N&o houve® Na&o houve® 36
SH3.51 Campinas/SP  Set/2013 13 13 13 13 52
SH3.52 Campinas/SP  Nov/2013 14 14 14 13 55

1SH (Slaugtherhouse) — Frigorifico, S (Samples) — Amostragem. 2LPO — Limpeza pré-operacional, LO — Limpeza operacional. >0
estabelecimento SH2.S1, localizado na regido de Monte Alto/SP, funciona em apenas um turno, ndo havendo assim a necessidade da
realizac&o da limpeza operacional, de acordo com a Portaria n® 210/1998 do MAPA.

As amostras foram colhidas, utilizando-se, simultaneamente, dois suabes
estéreis por area pré-determinada da esteira, de 20cm?, com auxilio de um gabarito
metdlico, previamente esterilizado. As amostragens foram realizadas sucessivamente
antes e apos a limpeza pré-operacional e operacional.

Um suabe de cada amostra foi acondicionado em tubo de ensaio contendo

10mL de solucéo peptonada 0,1% e o outro foi depositado diretamente em um tubo
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contendo 5,0mL de caldo BHI’. As amostras foram transportadas em caixa isotérmica
com temperatura de aproximadamente 4°C até o laboratério para a realizacdo das
analises até quatro horas apds a colheita.

Segundo a Normativa n°210 do MAPA, a higienizacao é realizada em duas
etapas, sendo denominada de limpeza pré-operacional, aquela que é realizada apés
o término de cada turno, com o uso de detergentes, acidos organicos e asperséao de
agua sob pressao, 0 enxague € necessario para que tais residuos ndo entrem em
contato com a carne, ja a limpeza operacional é utilizada somente a aspersao de agua
sob pressado nas esteiras para a remocao de residuos de carcacas (BRASIL, 1998).
Ainda de acordo com mesma normativa, os estabelecimentos que apresentam apenas
um turno de trabalho ndo tem a necessidade de realizar ambas as limpezas, sendo
requerido somente a limpeza pré-operacional. Dentre os seis frigorificos visitados

neste estudo, somente o segundo frigorifico ndo possuia dois turnos de trabalho.

3.1.2. Amostragens em granjas comerciais

Tendo em vista os resultados positivos apresentados na realizacdo do
experimento piloto realizado em uma granja comercial, procedeu-se a colheita
programada para compor o desenvolvimento do projeto.

Para tanto, a primeira colheita em granja comercial foi realizada na regiao de
Jaboticabal/SP. Excre¢des das cloacas de frangos saudaveis, destinados ao consumo
humano, foram amostradas com o auxilio de suabes estéreis, totalizando 60 amostras.
Uma segunda amostragem, da mesma maneira, foi realizada na regidao de Monte

Alto/SP, na qual foram colhidas 104 amostras.

7 Brain Heart Infusion (Merck)
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Em ambas as amostragens foram realizadas colheitas de maneira aleatéria, de
modo que o galpéo foi dividido em trés partes, e cada parte, foi subdividida em outras
trés partes, sendo colhidas na primeira amostragem aproximadamente 6 suabes de
conteudo cloacal por subparcela, ja na segunda amostragem foram colhidas
aproximadamente 11 por subparcela. Os suabes foram alocados individualmente em
tubos contendo 3,0mL de caldo BHI, os quais foram transportados em caixas térmicas

a4°C.

3.1.3. Amostragens de cortes de frangos congelados

Cortes de frangos, tais como tulipas, coxas, sobrecoxas e coxinhas das asas,
entram em contato com as esteiras de frigorificos, que podem conter possiveis
contaminacdes. Foram realizadas colheitas de cortes de frangos congelados,
armazenados em freezers de supermercados e hipermercados em trés regides do
interior do Estado de S&o Paulo, Sdo José do Rio Preto, Monte Alto e Jaboticabal,
visando a pesquisa da presenca de Escherichia coli e seus subgrupos diarreiogénicos,
Salmonella spp. e Clostridium perfringens. Foram colhidos 20 pacotes comerciais que
pesavam por volta de 1 kg, sendo estes de 15 marcas diferentes em 8 supermercados
e hipermercados (Tabela 2). Os pacotes de cortes foram transportados em caixa
térmica até o laboratdrio para a realizacdo das analises ap0s o descongelamento total

em temperatura ambiente.
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Tabela 2. Amostragens de cortes de frangos congelados realizadas em

supermercados.
N° do Localizacéo :
Amostra Supermercado? do Supermercado Marca Tipo de corte
1 M1 Jaboticabal A Coxinhas das asas
2 M1 Jaboticabal B Coxas
3 M1 Jaboticabal C Frango a passarinho
4 M1 Jaboticabal D Coxinhas das asas
5 M2 S. J. Rio Preto E Sobrecoxas
6 M2 S. J. Rio Preto F Sobrecoxas
7 M2 S. J. Rio Preto D Coxas
8 M3 S. J. Rio Preto G Sobrecoxas
9 M3 S. J. Rio Preto H Sobrecoxas
10 M3 S. J. Rio Preto I Coxinhas das asas
11 M4 Jaboticabal D Asas
12 M4 Jaboticabal J Frango a passarinho
13 M4 Jaboticabal C Sobrecoxas
14 M4 Jaboticabal A Coxas
15 M5 Tanabi K Coxas e Sobrecoxas
16 M6 Tanabi L Tulipas
17 M6 Tanabi M Coxas e Sobrecoxas
18 M7 Pirangi N Tulipas
19 M8 S. J. Rio Preto H Frango a passarinho
20 M8 S. J. Rio Preto O Coxinhas das asas

M (Market) — Supermercados.

3.2. Anélises microbiologicas
3.2.1. Contagem de col6nias de Clostridium spp. de amostras de frigorificos

A partir dos tubos de ensaio contendo agua peptonada 0,1% estéril com o
suabe, foram feitas diluicbes seriadas até 102. As diluicbes para a contagem de
Clostridium spp. foram submetidas a choque térmico para eliminar possiveis
contaminantes nado esporulados e para induzir a germinacdo dos esporos
(CASAGRANDE, et al. 2013).

Logo apds, aliguotas de 1,0mL das diluicbes foram semeadas, em duplicata,
em placas de Petri adicionando o 4gar RCA?8 pelo método pour plate. As placas foram
incubadas em anaerobiose em jarras com sistema GasPak® a 37°C por 48 horas

(APHA, 2001). Ap6s a multiplicacdo bacteriana, foram realizados esfregacos corados

8 Reinforced Clostridial Agar (Merck).
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pelo método de Gram de colbnias caracteristicas, amarelas claras e opacas, para
confirmar a presenca de bastonete Gram positivo esporulado e, logo apdés, foi
realizada a contagem das unidades formadoras de coldnia por mL (UFC.mL?). Os
dados dessas contagens foram transformados em unidades formadoras de col6nia

por cm? (UFC.cm)®, conforme utilizado em normas internacionais.

3.2.2. Contagem de coldnias de Enterobactérias de amostras de frigorificos

A contagem de coldnias de Enterobactérias totais foi realizada a partir de tubos
contendo agua peptonada 0,1% estéril com o suabe, foram feitas diluicdes seriadas
até 103, Posteriormente, aliquotas de 1,0mL das diluicGes foram semeadas por pour
plate, em duplicata, em placas de Petri adicionando o agar MacConkey, especifico
para enterobactérias. As placas foram incubadas a 37°C por um periodo de 24h.
Foram realizados esfregacos corados pelo método de Gram de colbnias
caracteristicas, cor rosa com precipitado bile, para confirmar a presenca de
bastonetes Gram negativos e, logo apos, foi realizada a contagem das unidades
formadoras de colénia por mL (UFC.mL'). Os dados dessas contagens foram
transformados em unidades formadoras de col6énia por cm? (UFC.cm2)®, conforme

utilizado em normas internacionais.

3.2.3. Analises estatisticas das contagens de coldnias de Clostridium spp. e de
Enterobactérias de amostras de frigorificos
Os dados obtidos das contagens de Clostridium spp. e de Enterobactérias

foram analisados estatisticamente pela analise de variancia. As médias foram

_ UFCml
-2

9 Calculo da conversio de UFC. mL! em UFC.cm2 — UFC.cm™
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agrupadas pelo delineamento inteiramente casualizado (DIC) e com um ensaio fatorial
6x4, por meio do teste F, ao nivel de significancia de 5%. Antes de proceder com as
andlises estatisticas, os resultados foram transformados em log UFC.mL?. As
andlises de variancia foram realizadas utilizando-se o pacote CAR (JOHN; SANFORD,
2011) e as médias foram estimadas pelo método dos minimos quadrados por meio do
pacote LSMEANS (LENTH, 2013).

Como o segundo frigorifico ndo possuia dois turnos de trabalho, tal
estabelecimento foi eliminado das analises estatisticas devido a quantidade

insuficiente de dados para compor a andlise de variancia.

3.2.4. Cultivo bacteriano para extracdo de DNA de amostras de frigorificos

Os tubos de ensaio contendo caldo BHI e um dos suabes foram incubados a
37°C por 24 horas para promover o cultivo bacteriano total. Apés a multiplicacao
bacteriana, uma aliquota foi armazenada em glicerol 20% em freezer -80°C e, outra

aliquota, foi destinada a extracdo de DNA para identificacdo bacteriana por PCR.

3.2.5. Cultivo bacteriano a partir de amostras colhidas em granjas comerciais
Os suabes contendo amostras do conteudo cloacal de frangos em granjas
comerciais foram colocados em tubos de ensaio contendo 3,0mL de caldo BHI visando
o cultivo bacteriano total. Antes de proceder a incubacao dos tubos, os suabes foram
esfregados em placas de Petri contendo meio de cultura dgar XLD?°, especifico para
Enterobactérias, e agar TSC+SFP*!, enriquecido com gema de ovo, especifico para

C. perfringens. Apds este procedimento, o suabe foi retornado ao tubo de ensaio

10 Xylose-Lysine-Desoxycholate (Merck)
11 Tryptose Sulphite Cycloserine (TSC) + Shahadi Ferguson Perfringens (SFP) (Himedia)
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contendo o caldo BHI, no qual foi acrescentado mais 2,0mL do caldo. Os tubos de
ensaio e as placas de Petri foram entdo incubados a 37°C de 24 a 48 horas. Para o
cultivo de C. perfringens, tal incubacdo foi realizada em jarras anaerdbicas com
sistema GasPak®. Posteriormente, uma aliquota do cultivo bacteriano foi armazenada
em glicerol 20% em freezer -80°C e, outra foi destinada a extracdo de DNA para

identificagdo das bactérias por PCR.

3.2.6. Cultivo bacteriano a partir de amostras de cortes de frangos congelados

Apés o descongelamento, os cortes de frangos foram retirados de sua
embalagem original e colocados em sacos de autoclave estéreis, adicionando 400mL
de agua peptonada 0,1% estéril, e homogeneizados por 2 min, a fim de se realizar o
enxague dos mesmos. Posteriormente, o volume de agua peptonada do enxague foi
dividido em dois frascos estéreis, sendo um utilizado para pré-enriguecimento para a
multiplicacdo de Salmonella spp. e outro para pré-enriquecimento de E. coli e C.
perfringens.

O frasco destinado ao cultivo de Salmonella spp., foi incubado a 42°C por 24h.
Apés o pré-enriguecimento, uma aliquota de 1,0mL foi transferida para um tubo
contendo caldo Selenito e, outra aliquota de 0,1mL foi transferida para um tubo
contendo caldo Rappaport-Vassiliadis, os quais foram incubados a 37°C e 42°C,
respectivamente, por 24h. Em seguida, o contetido de uma alca de 10uL foi plaqueado
por esgotamento em placas de Petri contendo agar XLD, as quais foram incubadas a
37°C por 24h. Apos o aparecimento de coldnias caracteristicas de Salmonella spp.,
com coloracdo preta, procedeu-se o isolamento das colbnias, as quais foram

repicadas para tubos contendo caldo BHI, cujo cultivo bacteriano foi realizado a 37°C
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por 24h. Amostras do cultivo bacteriano foram aliquotadas para extracdo de DNA e
armazenamento em glicerol 20% em freezer -80°C.

Jé o frasco destinado as analises da presenca de E. coli e C. perfringens, foi
incubado a 37°C por 24h. Uma aliquota de tal cultivo bacteriano foi plaqueada por
esgotamento em placas de Petri contendo 4gar XLD, para o cultivo de E. coli, e em
placas de Petri contendo Agar TSC+SFP, para o cultivo de C. perfringens. As placas
contendo ambos 0s meios de cultura foram incubadas em estufa a 37°C por 24h,
sendo que aquelas destinadas a identificacdo de C. perfringens foram colocadas em
jarras de anaerobiose. As colbnias caracteristicas de E. coli e C. perfringens foram
repicadas para tubos contendo caldo BHI, os quais foram incubados a 37°C por 24h.
Apos, aliquotas do cultivo bacteriano foram separadas, também, para extracao de

DNA e armazenamento em glicerol 20% em freezer -80°C.

3.3. Analises moleculares
3.3.1. Extracdo de DNA

As extracfes de DNA foram realizadas inicialmente por lise térmica (OLSVIK;
STROCKBINE,1993). Para tanto, 1,0mL do cultivo bacteriano foi transferido para
microtubos de 2,0mL. Os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 13.400 x g em
temperatura ambiente. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e ao pellet de
células foi acrescentado 1,0mL de solucdo PBS (8mM Na HPO4.12H20; 1,76mM
KH2PO4; 137mM NaCl; 2,7mM KCI). O pellet foi dissolvido em vértex e, logo em
seguida, as amostras foram centrifugadas novamente sob as mesmas condi¢bes
anteriores. O sobrenadante foi descartado e ao pellet de células foi acrescentado

0,3mL de agua Milli-Q estéril, na qual o mesmo foi novamente ressuspendido. A
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extracdo de DNA foi realizada mantendo-se os tubos em equipamento Thermomixer
Compact!? com temperatura de 99°C, por 10 minutos. Ap6s a lise térmica das células,
as amostras foram submetidas a centrifugacao sob as mesmas condi¢des descritas
anteriormente para a separacao das células do material genético. Assim, logo apos,
0,2mL do sobrenadante, contendo o DNA, foram transferidos para tubos novos e
armazenados em freezer.

A quantificacéo e a qualidade do DNA foram mensuradas em espectrofotometro
Biophotometer Plus®®. A relacdo da absorbancia entre os comprimentos de onda de
260 e 280nm resulta no valor referente a qualidade do DNA, desejavel entre 1,8 e 2,0

(SAMBROOK; RUSSELL, 2001).

3.3.2. Deteccédo de Clostridium perfringens, Salmonella spp. e subgrupos
diarreiogénicos de Escherichia coli por PCR

Para identificacdo da presenca de C. perfringens nas amostras, foi realizada a
PCR para amplificacdo de um fragmento de 900 pb do gene cpa utilizando-se o par
de primers CPA5L (5 — AGT CTA CGC TTG GGA TGG AA —3') e CPA5R (5 — TTT
CCT GGG TTG TCC ATT TC - 3’), desenvolvidos por Baums et al. (2004). Ja para
identificacdo da presenca de Salmonella spp. utilizou-se o par de primers INVAF (5’ —
CGG TGG TTT TAA GCG TAC TCT T- 3’) e INVAR (5 — CGA ATA TGC TCC ACA
AGG TTA- 3) para amplificacdo de fragmento esperado de 796 pb do gene invA
(FRATAMICO, 2003). A presenca dos subgrupos diarreiogénicos de E. coli, STEC, foi

detectada com presenca dos genes stx1 e stx2 e, EPEC, com presenca do gene eae,

12 Eppendorf
13 Eppendorf
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ETEC com a presenca dos genes eltB, estA e estB e a EAEC com 0s genes aatA e

aggR (Tabela 3).

Tabela 3. Sequéncias de primers especificos utilizados na diferenciacdo dos

subgrupos de E. coli.

Tamanho  Temperatura de

Primers Sequéncias Referéncias

(pb) Anelamento
ol AGAGCGATGTTACGGTITG 288
TTGCCCCCAGAGTGGATG
TGGGTTTTTCTTCGGTATC \ CHINA et al.
stx2 GACATTCTGGTTGACTCTCTT 807 55°C (1996)
cae AGGCTTCGTCACAGTTG 570
CCATCGTCACCAGAGGA
otg _ TTACGGCGTTACTATCCTCTCTA o75 FURRER et al.
GGTCTCGGTCAGATATGTGATTC (1990)
st TCCCCTCTTTTAGTCAGTCAACTG 163 . NGELEKA et
GCACAGGCAGGATTACAACAAAGT al. (2003)
ostB GCAATAAGGTTGAGGTGAT 368 LORTIE et al.
GCCTGCAGTGAGAAATGGAC (1991)
- CTAATTGTACAATCGATGTA 457 CERNA et al.
AGAGTCCATCTCTTTGATAAG E5oC (2003)
SatA CTGGCGAAAGACTGTATCAT 629 SCHMIDT et
CAATGTATAGAAATCCGCTGTT al. (1995)

Para a reacdo PCR de amplificacdo dos fragmentos, utilizou-se tampéo 1X
(200mM Tris-HCI pH 8,4; 500mM KCI); MgCl2 2,0mM; dNTP’s 0,2 M, 0,5U de Taq DNA
polimerase, 5pmol de cada primer, 2uL de DNA gendmico (aproximadamente
100ng.uLt) e agua pura estéril g.s.p. 20uL. A amplificacdo foi realizada em um
termociclador Veriti Thermal Cycler'* programado para realizar 1 ciclo a 95°C por 4
minutos, 35 ciclos a 94°C por 40 segundos, 55°C para E. coli e C. perfringens e 60°C
para Salmonella spp. por 40 segundos e 72°C por 1 minuto, e para finalizar um ciclo
a 72°C por 10 minutos. As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de

agarose 1% (p/v), contendo brometo de etidio (0,5ug.mL?) e padrdo de tamanho

14 Applied Biosystems
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molecular 1kb DNA Ladder Plus®®. Os fragmentos foram visualizados sob luz UV em

equipamento de fotodocumentacdo GEL DOC XR1®.

3.3.3. Deteccgéo de genes codificadores de toxinas de Clostridium perfringens
por meio da PCR multiplex

O DNA das amostras positivas para o gene cpa foi submetido a PCR multiplex
utilizando-se tampé&o 1X (20mM Tris-HCI pH 8,4; 50mM KCI; MgCl2 2,0mM; dNTP’s
0,2mM, 1,5U de Taq DNA polimerase, 5 pmol de cada primer (Tabela 4), 60ng.uL™* de
DNA gendmico e agua pura estéril para 20uL. A amplificacédo foi realizada em um
termociclador Veriti Thermal Cycler® programado para realizar 1 ciclo a 95°C por 5
minutos, 35 ciclos a 94°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto e 72°C por 1,5 minuto, e
para finalizar, um ciclo a 72°C por 10 minutos. As amostras foram submetidas a

eletroforese e visualizados sob as mesmas condi¢cfes descritas no item 3.3.2.

Tabela 4. Sequéncia de primers utilizados na tipagem do Clostridium perfringens,

segundo Baums et al. (2004).

Tipos de C. Tamanho

Genes Toxinas Sequéncia do primer (5— 3’)

perfringens (pb)
AGTCTACGCTTGGGATGGAA
cpa o A B, CDE TTTCCTGGGTTGTCCATTTC 900
TCCTTTCTTGAGGGAGGATAAA
cpb B B.C TGAACCTCCTATTTTGTATCCCA 611
o 5 D TGGGAACTTCGATACAAGCA woc
¢ ’ TTAACTCATCTCCCATAACTGCAC
. AAACGCATTAAAGCTCACACC
iap Y E 293
CTGCATAACCTGGAATGGCT
ope cpe A GGGGAACCCTCAGTAGTTTCA coc

ACCAGCTGGATTTGAGTTTAATG

15 Invitrogen
16 BioRad



3.3.4. Isolamento de Bacteriano

As amostras positivas para E. coli enteropatogénica (EPEC),
shigatoxigénica (STEC) e C. perfringens foram submetidas ao isolamento bacteriano,
a fim de se obter colbnias puras e isoladas. Tais procedimentos sdo de extrema
importancia para que seja obtido um resultado mais eficaz na andlise do perfil genético

dos isolados. Dentre as espécies bacterianas submetidas ao isolamento, somente a

E. coli EPEC foi encontrada.

3.3.4.1.I1solamento de C. perfringens

As amostras positivas para o gene cpa foram submetidas ao isolamento
bacteriano, o qual seguiu o protocolo preconizado para E. coli pelo Reference
Laboratory for Escherichia coli, (EcL), da Faculdade de Medicina Veterinaria da

Universidade de Montreal'’, com modificacdes, conforme mostra a Figura 4.

Entretanto, ndo foi obtida nenhuma cepa isolada para tal espécie.

Amostras
armazenadas
em freezer
-80°C

Semeadas por [l:
esgotamento em
agar TSC+SFP

/‘,

Incubadas a 37°C em >
Jarras de anaerobiose

com o Sistema GasPak®
por 48h

10 coldnias de coloracédo
pretas foram repicadas em
agar BHI e incubadas a 37°C
por 24h em anaerobiose

/
Ap6s a incubagéo, foi O pool de 5 colbnias
realizada a extracéo de de cada grupo foi

DNA por fervura e PCR
espécie-especifico

transferido para caldo
BHI

(=

\/

Formou-se, 2 grupos,
com 5 col6nias cada

Figura 4. Isolamento de Clostridium perfringens a partir de amostras colhidas em granjas, frigorificos e
supermercados, segundo o protocolo preconizado para E. coli pelo Reference Laboratory for Escherichia

coli, (EcL), da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Montreal, com modificacées.

17 disponivel em http://www.apzec.ca/en/APZEC/Protocols/APZEC PCR_en.aspx

E. coli
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3.3.4.2.Isolamento de Escherichia coli
As amostras que apresentaram amplificacdo para um ou mais genes de E. coli
foram submetidas ao isolamento, haja visto que as cepas com genes de viruléncia

encontravam-se em um pool de enterobactérias, conforme a Figura 5.

Amostras
armazenadas
em freezer
-80°C

Semeadas por
esgotamento e

incubadas a
37°C overnight

A col6nia pura foi
repicada em 2
microtubos, sendo
1 para
armazenamento
em glicerol 20%
em freezer -80°C e
outro para a
extragdo de DNA

4N

Este ultimo
procedimento foi
repetido pelo
menos trés vezes
até a obtencédo de
uma col6nia pura e
isolada

4N

Trés col6nias
isoladas foram
submetidas a PCR
para a verificagéo
da presenca do
gene eae.

b@

18 coldnias
caracteristica de E.
coli, foram picadas,

com auxilio de
palitos de madeira

Um pool de 3
coldnias foi
colocado direto
no microtubo
contendo a mix
da PCR

10 pL da cultura + 60
uL de salina 0,85%
foi semeado em agar
LB com Alga de
Drigalski, incubada a
37°C overnight

A col6nia positiva
foi semeada em
800 pL de caldo LB
e incubada a 37°C
por 25 min

\S

Reacgé&o de PCR
para amplificagéo
do gene eae.

As col6nias do pool
positivo foram
submetidas a PCR
individualmente

As col6nias positivas pela
PCR foram repicadas
individualmente para
placas contendo agar

Mac Conkey e incubadas

a 37°C overnight.

<

De cada col6nia
repicada, outras
cinco col6nias
foram submetidas
aPCR
individualmente
para a verificagdo
da presenca do
gene eae.

Figura 5. Isolamento de Escherichia coli diarreiogénicas a partir de amostras colhidas em granjas,

frigorificos e supermercados,
Epidemiologia Molecular da FCAV/ UNESP Jaboticabal.

segundo o protocolo desenvolvido pelo Laboratério de
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3.3.5. Extracdo de DNA dos isolados para analise de perfil genético

O protocolo para extracdo de DNA aplicado foi desenvolvido pelo Laboratério
de Epidemiologia Molecular, do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e
Reprodugéo Animal, da FCAV/UNESP. Para tanto, uma aliquota de 1,0mL do cultivo
de cada cepa bacteriana purificada foi centrifugada por 5 minutos a 13.400 x g para
formacdo do pellet de células. O sobrenadante foi descartado e ao pellet foram
acrescentados 700uL de tampé&o de extracédo (160mM Tris-HCI pH 8,0; 60mM EDTA
pH 8,0, 20mM NacCl, SDS 0,5%). Os tubos foram agitados em vértex e mantidos em
banho-maria a 65°C por 40 minutos, sendo agitados a cada 15 minutos.
Posteriormente, acrescentaram-se 300uL de acetato de potassio 5M a solucao que foi
invertida gentilmente. Os tubos foram mantidos no gelo por 30 minutos, sendo
invertidos a cada 15 minutos. Apds, acrescentou-se a solugcdo 700uL de cloroférmio:
alcool isoamilico (24:1). Os tubos foram agitados em vértex e, em seguida, submetidos
a centrifugacdo a 13.400 x g por 10 minutos a 10°C. ApOs a centrifugacdo, o
sobrenadante foi transferido para tubos novos, aos quais foram acrescidos 1000uL de
alcool etilico absoluto gelado. A solucdo foi homogeneizada e mantida em freezer -
20°C overnight. Ap6s a precipitacdo do DNA em etanol, as amostras foram
centrifugadas a 13.400 x g por 17 minutos a 10°C. O sobrenadante foi descartado e o
pellet de DNA foi lavado em 700uL de etanol 70% mediante centrifugacdo sob as
mesmas condi¢cdes. O sobrenadante foi novamente descartado e os tubos contendo
o pellet de DNA foram colocados em estufa para secar. O pellet seco foi entédo
ressuspendido em 30uL de TE (10mM Tris-HCI; 1,0mM EDTA; pH 8,0) e o DNA foi

armazenado a -20°C.
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A quantificacdo e a qualidade do DNA foram mensuradas em espectrofotometro
Biophotometer Plus®®. A relacdo da absorbancia entre os comprimentos de onda de
260 e 280nm resulta no valor referente a qualidade do DNA, desejavel entre 1,8 e 2,0

(SAMBROOK; RUSSELL, 2001).

3.3.6. Andlise do perfil genético bacteriano por Rep-PCR

A analise do perfil genético dos isolados bacterianos foi realizada mediante
emprego da técnica Rep-PCR, utilizando-se os primers REP1R-1 (5’ lll ICG ICG ICA
TCI GGC 3’) e REP2-1 (5-ICG ICT TAT CIG GCC TAC-3’) constituindo a Rep-PCR,
ERIC1R (5-ATG TAA GCT CCT GGG GAT TCA C-3’), ERIC2 (5°-AAG TAAGTG ACT
GGG GTG AGC G-3’) constituindo a ERIC-PCR, BOX A1R (5-CTA CGG CAA GGC
GAC GCT GAC G-3') a BOX-PCR e GTGs (5-GTG GTG GTG GTG GTG-3))
(VERSALOVIC et al., 1994).

Para a reacdo de amplificacdo dos fragmentos, foram utilizados tampao 1X
(200mM Tris-HCI pH 8,4; 500mM KCI), MgCl> 2,5mM, dNTP’s 0,2mM, 1,0U de Taq
DNA polimerase, 5pmol de primer, 40ng.uL! de DNA gendmico e agua pura estéril
g.s.p. 20uL. A amplificagao foi realizada em um termociclador Veriti programado para
realizar 1 ciclo a 95°C por 4 minutos, 36 ciclos a 94°C por 50 segundos, 50 segundos
a 43°C para Rep-PCR e GTG, 53°C para ERIC-PCR e 50°C para BOX-PCR, seguido
do ciclo a 72°C por 1,5 minuto. Para finalizar um ciclo a 72°C por 10 minutos. Os
produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% (p/v),
contendo brometo de etidio (0,5ug.mL1). O gel foi visualizado sob luz UV em

equipamento de fotodocumentacdo GEL DOC XR.

18 Eppendorf
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O conjunto de bandas obtido pela amplificacdo com os primers REP, ERIC,
BOX e GTG foi analisado manualmente, sendo a presenca de banda representada
pelo nimero um e a auséncia por zero. Dessa forma, a matriz binéria obtida foi
convertida em uma matriz de distancia a qual foi utilizada para gerar o agrupamento
neighbor-joining (SAITOU; NEI, 1987), com bootstrap de 1000 repeticdes
(FELSENSTEIN, 1985), utilizando-se o software PAUP'® Versdo 4.0b10

(SWOFFORD, 2002).

3.3.7. Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

Para o teste de sensibilidade de bactérias aos antimicrobianos, foram utilizados
somente os isolados submetidos a técnica da analise do perfil genético. A analise
utilizada foi descrita por Kirb-Bauer (BAUER; KIRB; SHERRIS, 1966). Para tanto, os
isolados armazenados em freezer -80°C, foram pré-cultivados em 3,0mL de caldo BHI
a 37°C overnight. Antes da semeadura para a colocacéo dos discos de antibioticos,
as amostras foram padronizadas segundo o padrédo de turbidez, em que a solucéo
padrdo foi a de 0,5 da escala de Mac Farland. Em seguida, as amostras foram
semeadas em placas de Petri, contendo agar Mueller-Hinton?° e, assim, procedeu-se
a colocacdo do kit de discos Gram-negativos de antibiéticos?* contendo Ampicilina
(AMP 10mcg), Amicacina (AMI 30mcg), Amoxicilina + Clavulanato (AMC 30mcg),
Ceftazidima (CAZ 30mcg), Cefepime (CPM 30mcg), Cefoxitina (CFO 30mcg),

Cefuroxima (CRX 30mcg), Ciprofloxacina (CIP 5,0mcg), Gentamicina (GEN 10mcg),

19 Phylogenetic Analysis Using Parcimony
20 Himedia
2! Cefar
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Meropenem (MER 10mcg), Cefalotina (CFL 30mcg), Sulfazotrim (SUT 25mcg). As
placas foram ent&o incubadas a 37°C durante 24 horas.

A avaliacdo dos resultados foi realizada medindo-se o halo de inibicdo da
multiplicagdo bacteriana. Mediante os resultados, os isolados foram classificados
como sensiveis ou resistentes de acordo com o padrdo estabelecido para cada

antimicrobiano de acordo com o fabricante.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analises microbiolégicas
4.1.1. Contagem de colbénias de Clostridium spp. e de Enterobactérias de
amostras de frigorificos

Os resultados das contagens de Clostridium spp. apresentaram uma variacao
entre os frigorificos visitados. Dentre os estabelecimentos amostrados, apenas na
primeira colheita ndo houve multiplicacdo bacteriana em meio especifico RCA. A
maior contagem, de 6,79x10% UFC.cm?, foi encontrada antes da limpeza pré-
operacional na terceira amostragem realizada no frigorifico 1 (Anexo A).

As contagens de enterobactérias também apresentaram uma variacao entre 0s
frigorificos visitados e, coincidentemente ao primeiro resultado, a maior contagem, de
9,76x103 UFC.cm™, ocorreu antes da limpeza pré-operacional na terceira amostragem
realizada no frigorifico 1. Nao houve contagem bacteriana apenas na limpeza pré-
operacional na segunda amostragem do frigorifico SH3 (Anexo A).

Pela média da contagem bacteriana de Clostridium spp. na limpeza preé-
operacional, notou-se que houve uma diminuicdo das médias, apés a realizacéo da
higienizacdo nas esteiras, apenas na segunda amostragem do frigorifico SH1 e na
primeira do frigorifico SH2, nas demais amostragens houve um aumento dessa média.
Ja na limpeza operacional, a diminuicdo da contagem bacteriana ocorreu apés a
realizacdo da higienizacao apenas no frigorifico SH3.S1.

Para o caso das enterobactérias, as limpezas pré-operacional e operacional

ndo resultaram em drastica diminuicdo da contagem de células, denotando que as
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mesmas sao insuficientes para higienizacdo com vistas a eliminacdo deste grupo
bacteriano.

Assim, nota-se a ineficiéncia dos processos de limpeza na maioria dos
frigorificos amostrados para ambos grupos bacterianos, podendo acarretar na
contaminacao dos cortes de frango. Dessa forma, mudancas nas medidas preventivas
a contaminacao ainda fazem-se necessarias.

Nas legislagdes que estdo em vigor no Brasil, ndo ha padrées de contagens de
bactérias para amostragens realizadas em equipamentos e utensilios. Segundo
Massaguer (2006), os padrbes ideais considerados pelo Foods and Drugs
Administration (FDA) e pela American Public Health Association (APHA), para os
equipamentos, sdo de 2 UFC.cm?, jA para os utensilios sdo menos de 100
UFClutensilio. No presente estudo, foram encontrados contagens superiores que as
recomendadas por estes oOrgdos, tanto para Clostridium spp. como para
Enterobactérias, ndo atendendo assim as normas internacionais.

De acordo com os padrbes europeus, a contagem de enterobactérias em
esteiras de frigorificos apos a higienizacao pré-operacional ndo pode ser superior a 1
UFC.cm’?, demonstrando que, no Brasil, precisa-se de mais cuidados ao realizar este
procedimento, pois as contagens obtidas neste estudo foram superiores as exigidas
pela unido europeia (EC, 2010).

As analises estatisticas dos dados obtidos a partir da contagem de Clostridium
spp. mostraram uma diferenca estatistica entre os frigorificos visitados e entre os tipos
de limpeza realizados nas esteiras (p<0,0001). A interacédo frigorifico versus limpeza
das esteiras diferiu estatisticamente, ao nivel de significancia de 5%, demonstrando

gue houve uma correlacdo entre estes dois fatores. A analise de variancia apresentou



41

meédia geral de 1,132, desvio padréo igual a 0,675 e coeficiente de variacdo de
59,578%.

J& as andlises estatisticas para a contagem de Enterobactérias mostraram
diferencas estatisticamente significativas somente entre os frigorificos visitados
(p<0,0001), ndo havendo diferenca entre os tipos de limpeza das esteiras (p=0,4057).
A interac@o entre frigorifico e a limpeza das esteiras também foi estatisticamente
diferente, ao nivel de significancia de 5%. A andlise de variancia apresentou média
geral de 1,640, desvio padréao de 0,939 e coeficiente de variacéo de 57,229%.

Dentre os frigorificos visitados, os resultados das meédias estatisticas para a
contagem de Clostridium spp. foram de 0,71 log UFC.mL"* para a primeira colheita do
frigorifico SH1, 0,77 log UFC.mL™* para a segunda colheita e de 2,22 log UFC.mL™*
para a terceira colheita no mesmo estabelecimento. No frigorifico SH3, essas médias
foram de 0,95 log UFC.mL™! para a primeira colheita e de 0,88 log UFC.mL* para a
segunda. Sendo que somente a terceira colheita do frigorifico SH1 diferiu
estatisticamente das demais. J& a analise das médias estatisticas de acordo com 0s
tipos de limpezas realizadas nas esteiras, mostrou uma diferenca significativa entre a
limpeza pré-operacional e a operacional, porém ndo diferiram quanto ao momento em
gue a amostragem foi realizada, se antes ou apds cada procedimento de limpeza.
Antes da limpeza pré-operacional, a média de colbnias foi de 0,83 log UFC.mL* e
apos tal procedimento, passou a ser de 0,93 log UFC.mL™. Por outro lado, valores
superiores foram observados nas contagens antes e apés a limpeza operacional,
cujas médias foram de 1,40 log UFC.mL?! e 1,26 log UFC.mL"!, respectivamente

(Tabela 5).
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Para a contagem de Enterobactérias, as médias estatisticas para o frigorifico
SH1 foram de 2,24 log UFC.mL! para a primeira colheita, de 1,51 log UFC.mL™* para
a segunda e de 0,93 log UFC.mL™! para a terceira colheita realizada. J4 as médias do
frigorifico SH3 foram de 2,92 log UFC.mL! para a primeira colheita e de 0,83 log
UFC.mL! para a segunda. Somente as médias de contagem da terceira colheita do
frigorifico SH1 e da segunda colheita do frigorifico SH3 foram estatisticamente
semelhantes entre si, diferindo das demais. Em ambos os processos de limpeza das
esteiras, as médias ndo diferiram entre si, sendo estas de 1,72 log UFC.mL? nas
colheitas efetuadas antes da limpeza pré-operacional e de 1,66 log UFC.mL™ apés tal
procedimento. As médias das colheitas realizadas antes e apos a limpeza operacional

foram de 1,55 log UFC.mL* e de 1,82 log UFC.mL™, respectivamente (Tabela 5).

Tabela 5. Comparacdes das médias estatisticas de contagem de bactérias entre os frigorificos
e comparacdo entre os tipos de limpeza das esteiras em relacdo a todas

amostragens realizadas.

Frigorifi Clostridium spp. Enterobactérias
rigoriicos Médias (log UFC.mL ™) Médias (log UFC.mL ™)
SH1.S1 0,712 2,24°
SH1.S2 0,772 1,51°
SH1.S3 2,22° 0,932
SH3.S1 0,952 2,92¢
SH3.S2 0,882 0,832
Teste F 51,177 (p<0,0001) 48,005 (p< 0,0001)
Limpeza das esteiras? Médias (log UFC.mL™) Médias (log UFC.mL™)
BPO 0,832 1,722
APO 0,932 1,662
BO 1,40P 1,552
AO 1,26° 1,822
Teste F 10,903 (p<0,0001) 0,9737 (p=0,4057)"

1SH (Slaughterhouse) — Frigorificos, S (Samples) — Amostragem, BPO (Before Preoperacional Cleaning) — Antes da limpeza pré-
operacional, APO (After Preoperacional Cleaning) — Depois da limpeza pré-operacional, BO (Before operacional Cleaning) —
Antes da limpeza operacional, AO (After Operacional Cleaning) — Depois da limpeza operacional. °Médias seguidas de mesma
letra ndo diferem estatisticamente entre si (teste f, sendo o= 5%).

A interacdo entre frigorifico e o tipo de limpeza realizada nas esteiras foi

analisada estatisticamente tanto para Clostridium spp. como para Enterobactérias, a
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fim de verificar se estes fatores eram independentes entre si. Estas interacdes
apresentaram-se significantes ao nivel de 5%, com p<0,0001 para Clostridium spp. e
p=0,009 para Enterobactérias, ou seja, estes fatores foram dependentes entre si em
ambos casos. Como houve significancia entre ambas as interagdes, foram realizados

desdobramentos estatisticos para melhor analise dos dados (Tabela 6).

Tabela 6. Comparacdes de médias dos desdobramentos estatisticos da contagem de
Clostridium spp. e de Enterobactérias da interacéo significativa frigorifico

versus limpeza das esteiras.

Clostridium spp.

Limpeza Frigorificos (SH)
estde?fasl SH1.S1  SH1S2  SH1.S3  SH3.S1  SH3.S2 Teste F
BPO 0,717 0,042 1,097 0,717 0,71% 0,96 (p=0,43)
APO 0,714 0,714 1,014 1,18% 1,077 1,37 (p=0,24)
BO 0,71% 0,71% 3,558 1,224 0,83 47,97 (p<0,0001)’
AO 0,71%2 0,71%2 3,258P 0,71%a 0,93%a 39,90 (p<0,0001)
Teste E 0,00 0,45 61,42 2,31 0,71

(p=1,00)  (p=0,72)  (p<0,0001)° (p=0,08) (p=0,55)
Enterobactérias

Limpeza Frigorificos (SH)
estde?rsasl SH1.S1  SHL1.S2 SH1.S3 SH3.S1  SH3.S2 Teste F
BPO 25660 1,547 0,71% 3,087 0,71% 17,77 (p<0,0001)
APO 1,90% 1,48Aab 0,974 3,234 0,714 14,96 (p<0,0001)’
BO 1,60Aabe 1,024bc 0,984 2 354 0,894 6,05 (p=0,0001)’
AO 2,908 1,10% 1,06 3,004 1,014 16,12 (p<0,0001)’
Testo 2,89 1,92 0,41 2.20 0,34

(p=0,003)" (p=0,13) (p=0,75) (p=0,09)  (p=0,79)

*Interagé@o significativa ao nivel de 5%; 1SH (Slaughterhouse) — Frigorificos, S (Samples) — Amostragem, BPO (Before
Preoperacional Cleaning) — Antes da limpeza pré-operacional, APO (After Preoperacional Cleaning) — Depois da limpeza pré-
operacional, BO (Before operacional Cleaning) — Antes da limpeza operacional, AO (After Operacional Cleaning) — Depois da
limpeza operacional. *%% Médias seguidas de mesma letra (maiGscula na coluna e minidscula na linha) ndo diferem
estatisticamente entre si (teste f, sendo a= 5%).

Na anélise do desdobramento de Clostridium spp., notou-se que somente no
frigorifico SH1.S3 houve diferenca entre as médias da limpeza pré-operacional e
operacional, porém ndo houve diferenca quanto ao momento em que a colheita foi

realizada. Apenas na limpeza operacional houve diferencas entre as médias de
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contagem de Clostridium spp. nas amostragens realizadas antes e apoés a limpeza,
sendo que as maiores meédias foram encontradas neste mesmo frigorifico (Tabela 6).

Ao analisar o desdobramento de Enterobactérias, foi observado que houve uma
maior variacdo das médias. Dentre os frigorificos, apenas no SH1, amostragem 1,
foram notadas diferencas entre as limpezas efetuadas, na qual a colheita realizada
antes da limpeza pré-operacional ndo apresentou-se diferente das demais. A menor
média de contagem de Enterobactérias foi encontrada nas amostragens realizadas
previamente as limpezas operacionais e a maior foi referente as colheitas realizadas
apos este procedimento (Tabela 6).

Dentre as higienizagbes realizadas, houve diferenca entre o tipo de
processamento e 0 momento em que a amostragem foi efetuada. Nas colheitas antes
da limpeza pré-operacional e apds a limpeza operacional, os frigorificos SH1.S1 e
SH3.S1 apresentaram o0 mesmo comportamento em suas médias, as quais foram
semelhantes entre si, porém diferentes das demais. Com relacdo a colheita realizada
apos a limpeza operacional, o frigorifico SH1.S1 apresentou a menor meédia de
contagem de enterobactérias e o frigorifico SH3.S1 a maior. Na amostragem antes
da limpeza operacional, o frigorifico SH3.S1 apresentou a maior média diferindo das
demais. Ja o frigorifico SH3.S2 apresentou a menor média e a do frigorifico SH1.S1
foi estatisticamente semelhante as outras (Tabela 6).

Ao avaliar o desdobramento estatistico de Clostridium spp., para todas as
amostras colhidas no S1, notou-se diferenca estatistica entre as limpezas somente na
terceira amostragem sendo suas meédias superiores as demais, mais precisamente na
limpeza operacional. J& nas amostragens no S3, todas as limpezas realizadas

apresentaram similaridade estatistica.



45

No desdobramento para Enterobactérias, as amostragens realizadas no
frigorifico SH1, na segunda amostragem apo6s a limpeza operacional e antes da
limpeza pré-operacional apresentaram-se estatisticamente semelhantes entre si,
diferindo dos demais. Para as colheitas realizadas no frigorifico SH3, houve uma maior
diferenca estatisticas entre a primeira e segunda colheitas, sendo que na segunda
colheita ndo houve diferenciagao dos tipos de higienizagao.

Em estudo desenvolvido por Soares et al. (2014), que teve por objetivo avaliar
a contagem de enterobactérias e de mesofilos totais em esteiras condutoras de cortes
de frango no Brasil, submetidas ou ndo ao sistema de limpeza com agua a 45°C sob
pressao em diversos tempos, obtiveram resultados similares estatisticamente entre a
contagem de popula¢cdes de microrganismos independentemente do tempo avaliado.
No presente estudo foi encontrada diferencas estatisticas entre a limpeza pré-
operacional e operacional na contagem de Clostridium spp., e para a contagem de
Enterobactérias os resultados foram similares aos de tais pesquisadores.

Em muitos paises em desenvolvimento, a higienizacao nos frigorificos néo é
adequada, resultando em contaminacao bacteriana nos produtos de origem animal e,
consequentemente, tornando-os fontes de transmissdo de patdgenos, tais como a E.
coli O157:H7, dentre outros. Portanto € de suma importancia que a higiene adequada
seja implementada desde as granjas, frigorificos, até a comercializacdo desses
produtos destinados ao consumo humano para que se possa limitar tal transmissao
(ATEBA; MBEWE 2014; FEGAN et al., 2004). Assim quanto menor for a contagem
bacteriana nas esteiras, tanto de Clostridium spp. como de Enterobactérias, menor

sera a chance de transmissao de patdgenos para as carcacas de frangos, ja que estas
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passam por estas esteiras antes de serem embaladas e comercializadas em

supermercados.

4.2. Anélises moleculares
4.2.1. Deteccao de Clostridium perfringens, Salmonella spp. e subgrupos
diarreiogénicos de Escherichia coli por PCR

4.2.1.1. Amostragens realizadas em frigorificos

Durante todo o experimento, ndo foi diagnosticada nenhuma amostra para
Salmonella spp. (Figura 6 A). Foram identificadas somente 23 amostras positivas para
E. coli subgrupo EPEC na terceira amostragem realizada no frigorifico 1 (Figura 6 B)
e uma amostra foi identificada como C. perfringens, sorotipo A, na primeira
amostragem realizada no frigorifico 1 (Figura 7).

De acordo com Rodrigues et al. (2013), que verificaram a presenca de
Salmonella spp. e Listeria spp. em diferentes superficies na sala de cortes de frango
em frigorificos, encontraram apenas Listeria monocytogenes e Listeria welshimerii. Os
autores relataram que a temperatura fria e a alta umidade da sala podem ter dificultado
o isolamento de Salmonella spp. nessas superficies. Outro ponto observado foi que
apos a desinfeccdo, com detergente e amoénio quaternario, ndo foi possivel isolar
nenhum microrganismo, indicando a eficacia dessa higienizacdo. No presente estudo,
também néo foi diagnosticado a presenca Salmonella spp. em esteiras condutoras de

cortes de frangos.
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Figura 6. (A) PCR de amplificagcdo para o gene invA de Salmonella spp. de 796 pb. Nao houve
amostras positivas. CPS: cepa padrdo de Salmonella Typhimurium; (B) Produtos de
PCR da amplificacdo dos genes stx1, stx2 (STEC) e eae (EPEC) de Escherichia
coli, de 388pb, 807pb e 570pb, respectivamente. Foram identificadas amostras
positivas apenas para o gene eae. CPE: cepa padrdo de Escherichia coli. PM:
padrdo de tamanho molecular 1Kb DNA Ladder Plus (Invitrogen). CN: controle
negativo (mix sem DNA).

Figura 7. Produtos da PCR multiplex para identificacdo dos tipos de Clostridium
perfringens, A, B, C, D e E, apresentando amplificacdo para os genes cpa,
cpb, cpe, etx e iap, de 900 pb, 611pb, 506 pb, 396 pb e 293 pb,
respectivamente. Linha 6: amostra positiva de frigorifico. Linhas 7-10:
amostras positivas de cortes de frangos. PM: padrdo de tamanho molecular
1Kb DNA Ladder Plus (Invitrogen). CN: controle negativo (mix sem DNA).

Em um estudo desenvolvido por Soares (2014), diagnosticou-se a presenca em
49,06% das amostras avaliadas de varias espécies do género Listeria, L. innocua, L.

monocytogenes e L. welshimeri, em superficies de esteiras utilizadas em frigorificos
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de aves. Thévenot et al. (2005) também conseguiram isolar Listeria monocytogenes
em superficies de frigorificos. Estes dois estudos séo indicadores de que é possivel
encontrar bactérias patogénicas em superficies que entram em contato com a carne,
similarmente, como ocorreu em nosso estudo, no qual foi possivel identificar E. coli
enteropatogénica e C. perfringens.

Segundo Veluz, Pitchiah e Alvarado (2012), o material das esteiras utilizadas
em frigorificos de aves podem influenciar no grau de adesdo bacteriana, sendo
demonstrado em tal estudo que o ac¢o inoxidavel possui uma aderéncia mais fraca
para as bactérias quando comparado aos plasticos, podendo ser considerado um
material melhor para minimizar a contaminagéo cruzada. Os patdgenos, E. coli e C.
perfringens, encontrados neste trabalho estavam em esteiras de plastico poliuretano

do tipo lisas.

4.2.1.2. Amostragens realizadas em granjas de frangos de corte

Das 60 amostras colhidas em uma granja comercial na regido de Jaboticabal,
32 amostras apresentaram positividade para o gene eae de E. coli, enquanto das 104
amostras colhidas na regido de Monte Alto/SP, 75 foram positivas para o mesmo gene.
Novamente, ndo foram encontradas amostras positivas para C. perfringens e
Salmonella spp..

Nenhuma amostra de Salmonella spp. foi diagnosticada por Ravagnani et al.
(2012), que avaliou a contaminacgéo por Salmonella spp. em frangos de corte criados
em galpdes climatizados na regido oeste do Parana. Ja em outro estudo, Svobodova,
Steinhauserovd e Nebola (2007) encontraram a presenca de C. perfringens em

frangos. Porém no presente trabalho, foi diagnosticada apenas a presenca de EPEC.
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A presenca de bactérias, tais como a Salmonella spp., E. coli e C. perfringens,
€ comumente relatada em criagcdo de aves de corte e estas geram grande perdas
econbmicas tanto para os produtores como para o setor agricola (ANDREATTI FILHO
et al., 2009). Dessa forma, ressalta-se a importancia de cuidados durante a etapa de
criacdo dos animais, para que 0s prejuizos sejam minimizados além de evitar que
estes patégenos sejam possivelmente transmitidos por meio da cadeia produtiva de

frangos de corte.

4.2.1.3. Amostragens de cortes de frangos congelados

Das 20 amostras colhidas, foram encontradas quatro amostras positivas para
E. coli do subgrupo EPEC portadoras do gene eae, e duas para o subgrupo STEC
portadoras do gene stxl. Outras quatro amostras amplificaram para o gene cpa
caracteristico da espécie C. perfringens, pertencente ao sorotipo A (Figura 7).
Nenhuma amostra foi positiva para Salmonella spp. (Tabela 7). Segundo RDC
n°12/ANVISA (BRASIL, 2001), a qual estabelece padrbes para o0 controle
microbiolégico de alimentos, ndo existem normas para a presenca dos
microrganismos em estudo nas carcacas. Tal resolucao estabelece apenas padrdes
para a contagem de coliformes.

Em um estudo desenvolvido por RASSCHAERT et al. (2008), no qual
pesquisou-se a contaminacdo por Salmonella das carcacas durante o abate de
frangos, concluiu-se que é possivel ocorrer uma contaminacdo cruzada do
equipamento para a carcagas dos frangos.

Em nosso estudo, a presenca de E. coli foi verificada em 30% das amostras

colhidas em supermercados. Assim como verificado em um estudo realizado por
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Magwedere et al. (2013), cujo objetivo foi avaliar a presenca de E. coli em carne de
varejo de diversas espécies animais, incluindo a carne de frango, sendo verificada a
presenca de E. coli diarreiogénicas em 75% das amostras avaliadas de cortes de
frango congelados.

Clostridium perfringens do sorotipo A é comumente encontrado em animais,
principalmente em aves, sendo este causador de doengas tanto em animais e como
nos seres humanos (SCHOCKEN-ITURRINO et al., 2009; LINDSTROM et al., 2011).
Em um estudo, realizado na Turquia, foi encontrado C. perfringens do sorotipo A em
carnes bovina, de frango e de peru (ARAS; HADIMLI, 2015). Isso é indicativo de que
tal espécie bacteriana pode ser encontrada em carnes de frango, confirmando os

resultados obtidos neste estudo.

Tabela 7. Identificacdo das amostras positivas de cortes congelados de frangos

guanto a espécie bacteriana, estabelecimento, localidade e marca.

Amostras Positivas! Espécie Bacteriana? Localizagdo do Supermercado Marca

M1.1 EPEC Jaboticabal A
M2.5 C. perfringens S. J. Rio Preto E
M3.8 EPEC S. J. Rio Preto G
M3.10 STEC S. J. Rio Preto I
M4.13 C. perfringens Jaboticabal C
M5.15 EPEC Tanabi K
M6.16 EPEC Tanabi L
M6.17 C. perfringens Tanabi M
M7.18 C. perfringens Pirangi N
M8.19 STEC S. J. Rio Preto H

IM (Market) — Supermercados. ?EPEC- E. coli enteropatogénica; STEC - E. coli shigatoxigénica.

O fato de nenhuma amostra ter apresentado positividade para Salmonella pode
ser explicado de acordo com um estudo realizado por Von Ruckert et al. (2009) cujo
objetivo foi avaliar a presenca de Salmonella spp. em carcacas de frangos, colhidas

em cinco diferentes pontos do abate, depenagem, chuveiro de higienizacéo,
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evisceracdo manual, lavagem final e pré-resfriamento. Tais pesquisadores concluiram
gue no ponto de pré-resfriamento ocorre o controle de Salmonella spp. devido a baixas
temperaturas e alta concentragao de cloro aos quais as carcagas sao expostas.

As contaminacoes bacterianas das carcacas de frango podem ocorrer durante
0 processo de abate, evisceracdo, depenagem e na manipulacdo das mesmas, ja que
as bactérias presentes nas penas, pele e trato digestivo podem ser transmitidas para
as carcacas (MEAD, 1989). Porém se houver o devido manejo e higiene durante tais

processos, essa transmissao pode ser minimizada.

4.2.2. Isolamento de Escherichia coli

No total de 136 amostras positivas para E. coli do subgrupo EPEC e STEC,
encontradas nos trés pontos da cadeia produtiva de frango, foram isoladas e
purificadas 72 colénias de EPEC de 20 amostras, dentre os quais foram selecionados
somente 27 isolados que apresentaram perfis genéticos diferentes para aplicacdo do
Rep-PCR (Tabela 8). Para essa selecéo, foi realizada, previamente, uma triagem das
colbnias purificadas, sendo estas expostas a dois marcadores moleculares o Rep-
PCR e o Box-PCR.

Os isolados foram nomeados de acordo com a sua procedéncia, granja (PF),
frigorifico (SH) e supermercado (M), seguido pelo numero referente ao
estabelecimento, nUmero da amostragem, no caso dos frigorificos somente, niamero

da amostra e repeticdo, respectivamente, separados por um ponto (Tabela 8).
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Tabela 8. Descricao da nomenclatura dos isolados bacterianos positivos para o gene

eae de E. coli, quanto a localidade e o estabelecimento amostrado.

Isolados* Estabelecimento Localidade
PF1.2 Granja Jaboticabal/SP
PF1.7 Granja Jaboticabal/SP
PF1.21 Granja Jaboticabal/SP

PF1.36.1 Granja Jaboticabal/SP

PF1.36.2 Granja Jaboticabal/SP
PF1.39 Granja Jaboticabal/SP
PF1.47 Granja Jaboticabal/SP
PF1.53 Granja Jaboticabal/SP

PF1.56.1 Granja Jaboticabal/SP

PF1.56.2 Granja Jaboticabal/SP

PF2.7.1 Granja Monte Alto/SP
PF2.7.2 Granja Monte Alto/SP
PF2.42 Granja Monte Alto/SP
PF2.72 Granja Monte Alto/SP
PF2.76 Granja Monte Alto/SP

PF2.79.1 Granja Monte Alto/SP

PF2.79.2 Granja Monte Alto/SP

PF2.79.3 Granja Monte Alto/SP

PF2.91.1 Granja Monte Alto/SP

PF2.91.2 Granja Monte Alto/SP

PF2.91.3 Granja Monte Alto/SP

SH1.S3.A0.47 Frigorifico Passos/MG
SH1.S3.A0.57 Frigorifico Passos/MG
SH1.S3.A0.60.1 Frigorifico Passos/MG
SH1.S3.A0.60.2 Frigorifico Passos/MG
M3.8 Supermercado  S.J. do Rio Preto/SP
M6.16 Supermercado Tanabi/SP

*PF (Poultry Farm) — Granjas, SH (Slaughterhouse) — Frigorificos, M
(Market) — Supermercados.

4.2.3. Analise do perfil genético bacteriano por Rep-PCR

Foram selecionados 27 isolados de EPEC, oriundos de frigorificos, granjas e
supermercados (Tabela 8). Ressalta-se o dificil acesso a colbnias isoladas gene-
positivas ja que estas encontravam-se em meio a um pool de bactérias negativas para
0 gene especifico de EPEC. Todos os isolados foram submetidos a técnica de Rep-
PCR para avaliacdo do seu perfil genético. Para tanto foram utilizados os dados
analisados dos marcadores REP1R/REP2 (Figura 8), ERIC1R/ERIC2 (Figura 9),

BOXAI1R (Figura 10) e GTGs (Figura 11) para gerar o dendrograma (Figura 12).
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Figura 8. Produto de amplificagcdo utilizando-se os primers REP1R/REP2 de isolados de E. coli
obtidos de amostras colhidas em granjas (1 a 21), frigorificos (22 a 25) e
supermercados (26 e 27). CN: controle negativo. PM: 100pb Plus DNA Ladder
(Invitrogen).
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Figura 9. Produto de amplificacéo utilizando-se os primers ERIC1R/ERIC2 de isolados de E. coli
obtidos de amostras colhidas em granjas (1 a 21), frigorificos (22 a 25) e supermercados
(26 e 27). CN: controle negativo. PM: 100pb Plus DNA Ladder (Invitrogen).
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Figura 10. Produto de amplificacdo utilizando-se os primers BOXALR de isolados de E. coli
obtidos de amostras colhidas em granjas (1 a 21), frigorificos (22 a 25) e
supermercados (26 e 27). CN: controle negativo. PM: 100pb Plus DNA Ladder
(Invitrogen).
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Figura 11. Produto de amplificacéo utilizando-se os primers GTGs de isolados de E. coli obtidos
de amostras colhidas em granjas (1 a 21), frigorificos (22 a 25) e supermercados (26
e 27). CN: controle negativo. PM: 100pb Plus DNA Ladder (Invitrogen).
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Legenda:
Estabelecimento - Regido
[0 Granja 1 - Jaboticabal/SP
O Frigorifico - Passos/MG
Supermercado 3 - S.J.Rio Preto/SP
[0 Supermercado 6 - Tanabi/SP
[0 Granja 2 - Monte Alto/SP

Grupo1

Grupo 2

Figura 12. Agrupamento Neighbor-Joining resultante da analise dos marcadores
moleculares REP, ERIC, BOX e GTGs de isolados de E. coli do subgrupo EPEC,
oriundos de frigorificos, granjas e supermercados.
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Pela andlise do dendrograma (Figura 12), observou-se que os isolados foram
agrupados em dois grupos, sendo o Grupo 1 composto pela maioria dos isolados
oriundos do frigorifico da regido de Passos (SH1) e da granja comercial da regido de
Jaboticabal (PF1), enquanto o Grupo 2 foi formado por isolados da granja de Monte
Alto e de supermercado e um do frigorifico. No Grupo 1, os isolados foram
subdivididos em dois subgrupos. O Subgrupo 1.1 foi composto por isolados obtidos
da granja da regido de Jaboticabal (PF1), que mostraram baixa diversidade genética
entre si. Ja o subgrupo 1.2 foi formado por isolados da granja (PF1) e por isolados do
frigorifico (SH1) que, embora tenham apresentado relacdo genética entre si, foram
nitidamente separados em ramos diferentes, indicativo de que houve uma
diferenciacao genética desses isolados no ambiente dos quais provieram.

O Grupo 2 também foi subdividido em dois subgrupos, no entanto, apresentou
uma diversidade genética entre isolados significativamente maior do que a observada
no Grupo 1. Todos os isolados provenientes da granja da regido de Monte Alto (PF2)
encontraram-se no Grupo 2, sendo que a maioria se agrupou em um ramo especifico
no subgrupo 2.1 e apenas dois isolados compuseram o subgrupo 2.2, apresentando,
assim, alta distancia em relacdo aos demais isolados dessa procedéncia. Apenas um
isolado da granja PF1 (PF1.36.1) alocou-se no Grupo 2, porém sem apresentar
estreita relacdo genética com os isolados deste grupo.

Ainda no Grupo 2, observou-se que os isolados de cortes de frangos de
supermercados apresentaram alta relacdo genética entre si, sendo estes de
localidades proximas, Séo José do Rio Preto (M3.8) e Tanabi (M6.16). Embora sejam

de marcas diferentes, tais cortes de frango, possivelmente, sdo oriundos de um ponto
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em comum da cadeia produtiva. Também foi observada estreita relagdo genética entre
um isolado obtido da granja, PF2.91.1 e um isolado do frigorifico SH1. Embora a
granja esteja localizada na regido de Jaboticabal e o frigorifico na regido de Passos,
certamente houve alguma relacdo entre estes dois pontos de amostragem, o que
denota a possibilidade de contaminacédo cruzada entre os pontos da cadeia produtiva
e a introducdo de cepas de diferentes localidades no frigorifico. Quanto maior a
diversidade genética bacteriana, maior € a dificuldade de controle e extingdo do
patdgeno de um determinado local.

Resultados semelhantes aos obtidos no presente trabalho foram relatados em
um estudo de diversidade genética aplicando-se a Rep-PCR em 95 isolados de E. coli
obtidos de amostras de conteudo cloacal de frangos sintomaticos, em 23 fazendas no
Ird (SOLTANI et al., 2012). Os pesquisadores relataram que, em sua maioria, isolados
de mesmo perfil genético pertenciam a mesma propriedade, enquanto alguns isolados
de diferentes fazendas possuiam perfis genéticos similares. Em outro estudo realizado
por Wan et al. (2011), isolados de E. coli oriundos de suinos foram agrupados de
acordo com a sua procedéncia pela aplicacdo da Rep-PCR.

De fato, conforme demonstrado neste trabalho e por outros na literatura, 0s
marcadores GTG5, BOX, Rep-PCR e ERIC-PCR sao considerados eficientes no
estudo de caracterizacéo clonal de Enterobacteriaceae, pois auxiliam na separacéo
dos isolados por fonte de contaminacdo (MOHAPATRA et al., 2007). Tais resultados
podem inclusive ser obtidos especialmente pela utilizacdo do marcador ERIC em
isolados de E. coli 0157:H7 (ATEBA; MBEWE, 2014).

Hé& varios relatos sobre a acuracia da técnica Rep-PCR na diferenciacédo de

isolados bacterianos. Segundo Albufera et al. (2009), esta técnica foi mais eficiente
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em diferenciar isolados de Salmonella spp. em comparacdo com marcadores RAPD,
além disso, os pesquisadores salientaram vantagens na utilizacdo da Rep-PCR, como
rapida execucdo e precisdo na tipagem genética de estirpes bacterianas. Outro
estudo, por sua vez, ao comparar algumas técnicas moleculares de alto padréo
discriminatério, como o PFGE, Rep-PCR, MLST e perfil plasmidial, visando a
identificagcéo e tipagem de cepas de Salmonella Typhimurium, obtidas de alimentos
de origem animal nos EUA, demonstrou a eficiéncia da Rep-PCR e 0 seu grande
potencial na discriminagéo de estirpes bacterianas (FOLEY et al., 2006). Tais relatos
concordam com os resultados obtidos no presente estudo, uma vez que a técnica
aplicada mostrou-se eficiente em gerar perfis genéticos distintos entre os isolados de
EPEC, que possibilitaram a separacdo dos mesmos, em sua maioria, por procedéncia

e a proposicao das suas relacdes genéticas.

4.2.4. Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

Os 27 isolados de E. coli EPEC analisados pela Rep-PCR, foram submetidos
ao teste de sensibilidade aos antimicrobianos. O resultado deste teste demonstrou
gue todos os isolados apresentaram resisténcia para pelo menos um antibiético, e
dentre estes, 23 (85,2%) foram resistentes a mais de quatro antibidticos.

Os antibidticos resultaram em um maior nivel de resisténcia foram a Cefalotina
(CFL), a Gentamicina (GEN), o Sulfazotrim (SUT), a Ampicilina (AMP) e a
Ciprofloxacina (CIP), cujas porcentagens de isolados resistentes foram de 92,6%,
92,6%, 81,5%, 63% e 51,9%, respectivamente (Tabela 9).

Todos os isolados mostraram-se sensiveis ao antibiotico Meropenem (MER).

J& os demais antibibticos resultaram em alta taxa de sensibilidade dos isolados, sendo
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95,3% sensiveis a Ceftazidima (CAZ), 92,6% a Cefoxitina (CFO) e Cefepime (CPM),
74,1% a Amoxicilina + Clavulanato (AMC), 66,7% a Amicacina (AMI) e 55,6% a
Cefuroxima (CRX), conforme a Tabela 9.

A resisténcia bacteriana a antimicrobianos é um assunto amplamente
abordado, ja que este problema pode acarretar danos a sallde humana e animal. Um
estudo que objetivou isolar E. coli co-resistente a Cefotaxima e Ciprofloxacina de
carne de frango e de suino na China, reportou a presenca de cepas de E. coli co-
resistente em 80 amostras (37,4%) de carne de frango em seu pais (XU et al., 2014).
A resisténcia de E. coli EPEC a diversos antibidticos também foi observada em seres
humanos, cujas taxas foram de 95% para o Acido Nalidixico, 90% para a Amoxicilina,
77,5% para a Cefotaxima, 77,5% para a Norfloxacina, 75% para a Ceftriaxona, 72,5%
para a Ciprofloxacina e de 70% para a Ofloxacina (RAJESHWARI et al., 2015).

Isolados de E. coli 0157:H7 obtidos a partir de carne bovina e de frango na
Nigéria, submetidos a testes de sensibilidade a antimicrobianos mostraram-se
resistentes a um ou mais antibiéticos (OLATOYE et al., 2012). Os pesquisadores
encontraram isolados mais resistentes na carne de frango a tetraciclina (89,7%),
porém, também identificaram isolados resistentes a Cefuroxima (60,3%), Ampicilina
(27,6%), Sulfazotrim (27,6%), Gentamicina (25,9%) e Ciprofloxacina (17,2%), o que
concorda com os resultados encontrados no presente estudo.

N&o foi encontrada relacao entre a resisténcia dos isolados do presente estudo
a antimicrobianos e o seu agrupamento no dendrograma. Apenas o0s isolados
PF2.91.1, PF291.2 e PF291.3 apresentaram resisttncia aos mesmos
antimicrobianos Cefalotina, Sulfazotrim, Gentamicina e Ampicilina. Dentre esses

isolados, apenas PF2.91.2 e PF2.91.3 apresentaram perfis genéticos similares, sendo
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agrupados no mesmo ramo no dendrograma, ja o PF2.91.1 se encontra em um ramo

diferente demonstrando que possui uma pequena distancia genética dos demais.

Tabela 9. Resisténcia antimicrobiana dos isolados de E. coli enteropatogénica.

Antimicrobianos

N° de isolados resistentes (%)

Cefalotina (CFL)
Gentamicina (GEN)
Sulfazotrim (SUT)
Ampicilina (AMP)
Ciprofloxacina (CIP)
Cefuroxima (CRX)
Amicacina (AMI)
Amoxicilina + Clavulanato (AMC)
Cefotixina (CFO)
Cefepime (COM)
Ceftazidima (CAZ)
Meropenem (MER)

25 (92,6%)
25 (92,6%)
22 (81,5%)
17 (63,0%)
14 (51,9%)
12 (44,4%)
9 (33,3%)
7 (25,9%)
2 (7,4%)
2 (7,4%)
1 (3,7%)
0
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5. CONCLUSAO

Os mecanismos de higienizacgdo foram insuficientes nas esteiras da maioria dos
frigorificos amostrados, ja que as contagens de colénias de Clostridium spp. e de
Enterobactérias foram superiores aos valores recomendado pelos 6rgaos
internacionais.

Os patdégenos estdo disseminados nos trés pontos analisados da cadeia
produtiva de carne de frango, pois foi possivel encontrar Escherichia coli
enteropatogénica, Escherichia coli shigatoxigénica e Clostridium perfringens em
granjas, esteiras condutoras de cortes em frigorificos e em cortes de frangos
congelados comercializados em supermercados.

A analise molecular por Rep-PCR mostrou maior relacdo genética entre
isolados obtidos de uma mesma procedéncia. No entanto, também mostrou estreita
relacdo genética entre isolados obtidos dos diferentes pontos da cadeia produtiva
amostrados, 0 que é indicativo de que a contaminag¢ao cruzada pode ocorrer, desde
a granja até o produto final nos supermercados.

N&o houve relacdo entre a andlise de diversidade genética e a sensibilidade
dos isolados aos antimicrobianos. A resisténcia antimicrobiana esta presente entre as

cepas de E. coli enteropatogénica isoladas neste trabalho.
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ANEXO A - Tabelas das amostras que resultaram em contagens bacterianas

de Clostridium spp. e Enterobactérias

Tabela A.1. Contagem de colbnias de Clostridium spp., em UFC.cm?, das

amostragens efetuadas em esteiras condutoras de cortes de frango
antes e depois da limpeza operacional e pré-operacional em trés
frigorificos diferentes.

Contagem de coldnias de Clostridium spp.

Frlgg&r_:;lco Colheita Limpeza Pré Operacional (PO) Limpeza Operacional (O)
(S) N° amostra* UFC.cm™2 N° amostra* UFC.cm™2
SH1.S1.BPO 0,0 SH1.S1.BO 0,0
1 1 Média Média 0,0
SH1.S1.APO 0,0 SH1.S1.A0 0,0
Média 0,0 Média 0,0
SH1.S2.BPO.5 4,70x10!
SH1.S2.BP0O.15 3,79x101! SH1.52.BO 0.0
1 2 Média 0,56x10? Média 0,0
SH1.S2.APO 0,0 SH1.S2.A0 0,0
Média 0,0 Média 0,0
SH1.S3.BPO.1 2,11x102 SH1.S3.B0.36 5,08x102
SH1.S3.BPO.2 6,61x102 SH1.S3.B0O.45 5,70x102
SH1.S3.BPO.3 1,24x10°3
SH1.S3.BPO.4 9,70x102
SH1.S3.BPO.5 7,05x102
SH1.S3.BPO.6 6,79x103
SH1.S3.BPO.7 9,55x102
SH1.S3.BPO.8 3,39x102
SH1.S3.BPO.10 1,11x10°
SH1.S3.BPO.11 8,71x102
SH1.S3.BPO.12 1,23x10°3
SH1.S3.BPO.13 5,53x102
SH1.S3.BPO.14 1,17x103
1 3 SH1.S3.BPO.15 6,44x102
Média 2,26x10t Média 7,18x10t
SH1.S3.APO.16 1,11x108 SH1.S3.A0.49 6,21x10!
SH1.S3.APO.17 5,58x103 SH1.S3.A0.55 2,76x102
SH1.S3.APO.18 1,71x103
SH1.S3.APO.19 1,14x10°3
SH1.S3.AP0O.20 2,71x10°8
SH1.S3.APO.21 1,31x108
SH1.S3.APO.22 1,39x102
SH1.S3.AP0O.25 1,30x102
SH1.S3.APO.27 5,18x102
SH1.S3.APO.28 2,29x102
SH1.S3.APO.29 2,91x10°8
SH1.S3.AP0.30 1,92x10*
Média 2,45x103 Média 1,16x103
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Contagem de colbnias de Clostridium spp.

an(;cs)lr_:;lco Colheita Limpeza Pré Operacional (PO) Limpeza Operacional (O)
(S) N° amostra* UFC.cm™2 N° amostra* UFC.cm™
SH2.S1.BPO.1 4,55x102
SH2.S1.BPO.6 6,97x102
SH2.S1.BPO.8 5,76x102
SH2.S1.BPO.9 9,24x102
SH2.S1.BPO.10 4,55x102 NC**
SH2.S1.BPO.11 8,49x102
SH2.S1.BP0O.15 4,77x102
SH2.S1.BPO.17 4,55x102
Média 2,71x102
2 1 SH2.S1.APO.20 7,20x102
SH2.S1.APO.21 9,85x101
SH2.S1.APO.22 4,70x102
SH2.S1.APO.23 6,82x101
SH2.S1.APO.24 6,52x102 NC**
SH2.S1.APO.25 4,55x102
SH2.S1.APO.28 9,55x101
SH2.S1.APO.29 5,00x102
SH2.S1.AP0O.32 5,38x102
Média 2,00x102
SH3.51.B0O.37 1,17x102
SH3.S1.BPO 0,0 SH3.S1.BO.38 3,49x103
SH3.51.B0O.40 4,70x10
3 1 Média 0,0 Média 3,96x101
SH3.51.AP0.18 7,73%x102
SH3.S1.APO.22 1,09x103 SH3.S1.AQ 0.0
Média 1,43x102 Média 0,0
SH3.S2.BPO 0,0 SH3.S2.B0O.34 3,94x10?
Média 0,0 Média 0,28x101
3 2 SH3.S2.AP0.18 5,76x102
SH3.52.APO.19 1,09x102 SH3.52.A0.51  530x10°
Média 4,89x101 Média 4,08x10*

*SH (Slaughterhouse) — Frigorificos, S (Samples) — Amostragem, BPO (Before Preoperacional Cleaning) — Antes da limpeza pré-
operacional, APO (After Preoperacional Cleaning) — Depois da limpeza pré-operacional, BO (Before operacional Cleaning) —
Antes da limpeza operacional, AO (After Operacional Cleaning) — Depois da limpeza operacional. **NC- amostras ndo foram

colhidas.



Tabela A.2. Contagem de coldénias de Enterobactérias, em UFC.cm?,

amostragens efetuadas em esteiras condutoras de cortes de frango

antes e depois da limpeza operacional e pré-operacional em trés

frigorificos diferentes.

Contagem de colbnias de Enterobactérias

angg:;lco Colheita Limpeza Pré Operacional (PO) Limpeza Operacional (O)
(S) N° amostra* UFC.cm™2 N° amostra* UFC.cm™2
SH1.S1.BPO.4 2,50x102 SH1.S1.BO.26 4,55x101
SH1.S1.BPO.6 1,44x10? SH1.S1.B0O.32 0,83x10!
SH1.S1.BPO.7 1,11x103 SH1.S1.B0O.33 4,77x101
SH1.S1.BPO.8 2,64x103 SH1.S1.BO.34 3,94x10!
SH1.S1.BPO.9 2,58x10t SH1.S1.B0O.35 5,61x10!
SH1.S1.BP0O.10 1,01x103 SH1.S1.BO.36 2,08x102
SH1.S1.BPO.11 8,11x102
SH1.S1.BPO.12 9,85x102
Média 5,82x102 Média 3,38x10!
1 1 SH1.S1.APO.13 6,36x10! SH1.S1.A0.37 1,00x103
SH1.S1.APO.14 1,12x103 SH1.S1.A0.38 1,71x103
SH1.S1.APO.15 1,06x102 SH1.S1.A0.39 1,13x103
SH1.S1.APO.21 4,32x101! SH1.S1.A0.40 5,30x10!
SH1.S1.APO.22 3,41x10! SH1.S1.A0.42 1,95x102
SH1.S1.APO.23 4,32x101! SH1.S1.A0.43 6,74x10!
SH1.S1.APO.24 5,83x101! SH1.S1.A0.44 1,73x103
SH1.S1.A0.46 1,09x102
SH1.S1.A0.47 1,23x103
SH1.S1.A0.48 5,08x10!
Média 1,22x102 Média 6,06x102
SH1.S2.BPO.8 5,15x101! SH1.S2.B0O.31 7,27x10t
SH1.S2.BPO.9 1,67x102 SH1.S2.B0O.32 4,09x101
SH1.S2.BP0O.10 3,33x102 SH1.S2.B0O.34 1,15x102
SH1.S2.BP0O.12 1,02x102 SH1.S2.B0O.35 2,58x102
SH1.S2.BP0O.13 6,21x10t SH1.S2.B0O.40 4,24x101
SH1.S2.BPO.8 5,15x101 SH1.S2.BO.41 5,91x10!
SH1.S2.B0O.42 6,82x10!
1 5 SH1.S2.B0O.43 4,55x101
SH1.S2.B0O.45 1,82x102
Média 5,02x101! Média 5,89x10!
SH1.S2.AP0.16 7,58x102 SH1.S2.A0.49 5,46x10!
SH1.S2.AP0.19 3,79x101 SH1.S2.A0.50 1,12x102
SH1.S2.AP0.21 6,06x10t SH1.S2.A0.51 5,15x10!
SH1.S2.AP0.22 3,79x102
SH1.S2.AP0O.24 1,67x102
Média 9,35x10t Média 1,46x10!

das
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Contagem de colbnias de Enterobactérias

an(;g:;lco Colheita Limpeza Pré Operacional (PO) Limpeza Operacional (O)
(S) N° amostra* UFC.cm™2 N° amostra* UFC.cm™2
SH1.S3.BPO.7 9,76x103 SH1.S3.BO 0,0
Média 4,32x102 Média 0,0
1 3 SH1.S3.AP0.18 7,95x102
SH1.S3.AP0.22 1,64x102 SH1.S3.A0.59 6,49x10°
Média 6,35x101! Média 6,50x102
SH2.51.BP0O.4 6,52x10
SH2.51.BPO.8 4,55x101
SH2.S51.BP0O.15 6,21x10! NC**
2 1 SH2.S1.BP0O.16 9,55x10t
Média 1,49x10!
SH2.S1.APO 0,0 .
Média 0,0 NC
SH3.51.BPO.2 1,30x102 SH3.51.B0O.27 4,55x10!
SH3.51.BPO.3 1,52x103 SH3.S1.B0O.28 5,08x10!
SH3.51.BPO.4 1,08x103 SH3.51.B0O.29 1,07x10°
SH3.S51.BPO.5 1,64x102 SH3.S1.B0O.30 3,64x10!
SH3.51.BPO.7 3,06x102 SH3.51.B0.31 4,55x101
SH3.51.BPO.8 1,16x103 SH3.S1.B0O.34 6,59x10!
SH3.51.BPO.9 7,50x103 SH3.S1.B0O.35 9,29x102
SH3.51.BP0O.10 4,09x101
SH3.51.BPO.11 7,05x10t
SH3.S1.BP0O.12 1,88x103
SH3.S1.BP0O.13 8,53x102
Média 7,47x103 Média 2,11x102
3 1 SH3.S1.APO.14 1,13x103 SH3.S1.A0.37 1,74x102
SH3.S1.AP0.15 3,52x102 SH3.S1.A0.38 7,35x10!
SH3.S1.APO.16 2,45x102 SH3.S1.A0.39 8,86x10!
SH3.S1.APO.17 1,97x102 SH3.S1.A0.40 5,30x10!
SH3.S1.AP0.18 3,94x102 SH3.S1.A0.41 2,30x102
SH3.S1.AP0.19 1,74x102 SH3.S1.A0.42 6,06x102
SH3.S1.AP0.20 2,38x102
SH3.S1.AP0O.21 5,70x102
SH3.S1.AP0.22 2,38x102
SH3.S1.AP0.23 2,80x102
SH3.S1.APO.24 7,09x102
SH3.S1.AP0.25 5,61x101!
SH3.S1.APO.26 1,61x102
Média 2,98x102 Média 4,58x102
SH3.S2.BPO 0,0 SH3.S2.B0O.34 3,03x102
Média 0,0 Média 2,17x10t
3 2 SH3.S2.A0.43 1,32x10?
SH3.52.APO 0.0 SH3.52A051  4.09x10t
Média 0,0 Média 1,33x10!

*SH (Slaughterhouse) — Frigorificos, S (Samples) — Amostragem, BPO (Before Preoperacional Cleaning) — Antes da limpeza pré-
operacional, APO (After Preoperacional Cleaning) — Depois da limpeza pré-operacional, BO (Before operacional Cleaning) —
Antes da limpeza operacional, AO (After Operacional Cleaning) — Depois da limpeza operacional. **NC- amostras n&o foram

colhidas.



