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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.
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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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