RPCV (2005) 100 (555-556) 199-203

REVISTA PORTUGUESA
DE
CIENCIAS VETERINARIAS

Sorovares de Salmonella isolados de carcacas de frangos de corte abatidos
no Estado de Goias, Brasil, e perfil de resisténcia a antimicrobianos

Serovars of Salmonella isolated from carcasses of broilers slaughtered in the
State of Goias, Brazil, and their resistance profiles to antibioctics.

Cintia Silva Minafra e Rezende'”, Albenones José de Mesquita', Maria Auxiliadora Andrade',
Guido Fontgalland Coelho Linhares', Adriano Queiroz de Mesquita’,
Cibele Silva Minafra?

! Escola de Veterinaria, Universidade Federal de Goias, Campus Samambaia, Goiania, Goias
2 Departamento de Bioquimica Agricola, Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, Minas Gerais

Resumo: A avicultura de corte representa um dos principais
segmentos do complexo agroindustrial brasileiro, no entanto a
comercializagdo de carne esbarra em barreiras sanitérias rigidas
com a finalidade de garantir a auséncia de patdgenos que ofe-
recam riscos as populagdes consumidoras. Com o objetivo de
avaliar a presenga de Salmonella spp. em carcagas de frangos
de corte de agroindustrias goianas foram analisadas 96 carcagas
provenientes de abatedouros sob inspegdo federal no Estado de
Goias, no periodo de marco a outubro de 2001. As carcagas fo-
ram submetidas a analise bacteriologica convencional e isolou-
se 0 microrganismo em 19 amostras. Foram identificados cinco
sorovares (S. Enteritidis, S. Livingstone, S. Muenster, S. Typhi-
murium, S. Heidelberg e observou-se a ocorréncia de resisténcia
multipla e cruzada dentre os 14 antimicrobianos de utilizagdo em
avicultura e em humanos.

Palavras-chaves: Salmonella, frangos, carcagas, resisténcia a
antimicrobianos, sorovares.

Summary: The broiler industry is among the most important
Brazilian agrobusiness sectors, and it’s now facing sanitary mea-
sures that have imposed strict market barriers in order to assure
consumers a secure access to free pathogen products. With the
objective to estimate the presence of Sa/monella spp. in chicken
produced in the State of Goids, 96 carcasses of broilers slaugh-
tered under federal inspection control, were sampled during the
period from March to October, 2001. Samonella spp. was isolated
and identified in 19 carcasses by classical bacteriologic methods.
Five different serovars (S. Enteritidis, S. Livingstone, S. Muen-
ster, S. Typhimurium, S. Heidelberg) were identified as well as
multiple and crossed resistance to 14 antibiotic compounds that
are frequently used by poultry production and by humans.
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serovars.
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Introducio

A Salmonella ¢é caracterizada como um dos mais im-
portantes agentes envolvidos em infec¢des alimenta-
res. Nascimento et al. (1997) ressaltaram que os ovos e
a carne de frango sdo alimentos comumente apontados
como fonte de isolamento de Salmonella spp. estando
envolvidos em surtos alimentares. Segundo os auto-
res, salmonelas paratificas sdo, dentre as salmoneloses
aviarias, aquelas de maior interesse em satide animal e
satde publica e seu isolamento tem sido constante nos
produtos de origem aviaria.

A contaminagdo das carcagas de frango pode ocorrer
pela presenga do microrganismo no ambiente de cria-
¢do das aves e conseqlientemente pela disseminagdo as
carcagas durante as operagdes de abate, mesmo quando
os abatedouros sdo dotados de boas praticas de higie-
nizagdo e processamento (Almeida ef al.,1993). A pre-
senga da Salmonella na pele, penas, pés, cloaca e trato
digestivo das aves é um fator agravante para a industria
avicola e de processamento de carne, pois 0 patdgeno
pode ser transferido para as carcacas de frango dentro
do abatedouro, ainda no processamento e transformar-
se em risco para a satde ptblica comprometendo a se-
guranca alimentar da populagéo.

A carne de aves e seus derivados configuram-se
como os principais alimentos envolvidos em surtos de
infec¢des alimentares em decorréncia do preparo ina-
dequado e da contaminagdo cruzada, passivel de ocor-
rer nas cozinhas domiciliares e industriais. Tais surtos
associados a ingestdo de alimentos de origem aviaria
contaminados por Salmonella spp. t€m sido reportados
em todo o mundo e a preocupagdo com a seguranca ali-
mentar das popula¢des € um tema real e atual (Munro et
al., 1999). Diante do exposto, o presente trabalho teve
como objetivos investigar a presenga de Salmonella
spp. em carcagas de frangos provenientes de abatedou-
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ros inspecionados e identificar os sorovares isolados,
assim como o perfil de resisténcia dos mesmos frente a
antimicrobianos de uso veterinario e humano.

Material e métodos

Foram analisadas 96 amostras de carcagas de frangos
provenientes de abatedouros de aves, localizados em
regides distintas do Estado de Goias, no Brasil. Estes
abatedouros, submetidos a inspe¢@o sanitaria federal,
receberam lotes de frangos produzidos no proprio Es-
tado. As carcagas foram colhidas dentro dos abatedou-
ros, imediatamente apds a linha de gotejamento das
aves, na seqiiéncia do fluxograma normal de abate.
Cada carcaca, que constitui uma Unica amostra foi em-
balada em sacos plasticos esterilizados, lacrada, identi-
ficada e transportada imediatamente ao laboratorio em
caixas isotérmicas contendo gelo.

No laboratério, seguiu-se a metodologia recomen-
dada pelo Georgia Poultry Laboratory (1997) e Bra-
sil (1999) com algumas modificagdes. No preparo da
amostra, seguiu-se a técnica de rinsagem, empregan-
do-se 225 mL de agua peptonada tamponada a 1%,
vertidos nas embalagens plasticas nas quais as carca-
¢as estavam acondicionadas. Procedeu-se a agitagdo
manual vigorosa por um minuto, periodo de tempo em
que a solugdo de agua peptonada percorreu o interior e
exterior da carcaca. Os diluentes resultantes do proces-
so de enxagiie foram transferidos, assepticamente, para
baldes de 500 mL esterilizados e mantidos em tempe-
ratura ambiente por 6 horas. Posteriormente foram in-
cubados a 37 °C, por 18 horas.

Apbs o periodo de incubagdo, 1 mL de cada diluen-
te foi transferido para 10 mL de caldo selenito-cistina
(SC) ¢ 0,1 mL para 10 mL de caldo Rappaport-Vassi-
liadis (RV) e incubados a 42 °C em banho-maria, por
24 horas. Em seqiiéncia, com auxilio de uma alga de
niquel-cromo, aliquotas dos caldos foram transferidas
para placas de Petri contendo agar Verde Brilhan-
te (VB), Salmonella-Shigella (SS) e Hektéen (HK).
Procedeu-se a semeadura em superficie por esgota-
mento em estrias. As placas foram incubadas a 37 °C,
por 24 horas. Apos este periodo, cinco a oito unidades
formadoras de colonias (UFC) sugestivas de perten-
cerem ao género Salmonella foram repicadas em agar
triplice agucar ferro (TAF) e incubadas a 37 °C, por
18 horas.

Dos tubos de agar triplice acucar ferro (TAF) que
apresentaram reagdes compativeis com as descritas
para o género Salmonella, aliquotas foram retiradas
com auxilio de alga de niquel-cromo e inoculadas em
caldos com a finalidade de determinagdo do perfil bio-
quimico. Para tanto, foi realizada uma triagem frentes
aos meios uréia, indol e lisina. Tendo ocorrido com-
patibilidade com o género Salmonella, as cepas foram
submetidas a investiga¢do do padrdo bioquimico a ou-
tros meios de cultura como teste de Clarck e Lubbs,
ornitina, arginina, malonato, manitol, glicose, lactose,
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sacarose, citrato de Simmons e agar para a visualizagdo
ou ndo da motilidade. Os meios destinados as provas
bioquimicas foram incubados a 37 °C, por um periodo
minimo de um dia ¢ maximo de cinco, quando leituras
diarias foram realizadas.

As amostras bioquimicamente confirmadas como
Salmonella spp. foram submetidas aos testes sorologi-
cos com soros polivalentes anti-O ¢ anti-H, realizados
a partir de suspensdes das culturas puras com 18 ho-
ras de incubag@o em agar nutriente, em solugdo salina
esterilizada, a concentragdo de 0,85%. Todas as cepas
foram observadas ao microscopio de contraste de fase
antes das provas sorologicas. Este procedimento foi
adotado com o objetivo de verificagdo do grau de pure-
za das culturas puras em estoque.

Apds a confirmagdo sorologica, as culturas em agar
nutriente foram encaminhadas ao Departamento de
Bacteriologia do Laboratorio de Enterobactérias da
Fundagéo Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ - RJ)
para tipificagdo sorologica.

As cepas isoladas foram submetidas ao teste de
sensibilidade aos antimicrobianos. Os procedimentos
adotados seguiram a metodologia descrita por Bauer
et al. (1966). Cada suspensdo bacteriana foi inoculada
em superficie em placa contendo agar Miieller-Hin-
ton. Discos impregnados por antibidticos, foram dis-
tribuidos sobre o agar das placas, respeitando-se uma
distancia minima de 10 a 15 mm entre eles. As placas
foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Em seqiiéncia,
foram medidos os didametros dos halos ou zona de ini-
bicdo. Estes resultados foram comparados com valores
tabelados, segundo a técnica de Kirby-Bauer e as cepas
consideradas, de acordo com o perfil, em resistente,
sensivel e resisténcia intermediaria.

Foram selecionados 14 antimicrobianos sendo al-
guns de mesma classe e outros de classes diferentes.
O parametro de escolha foi a utilizagdo freqiiente em
avicultura e correlata aplicagdo em humanos. Os anti-
microbianos selecionados para o teste foram: polimi-
xina B (30 UI), ampicilina (10 pg), cefalotina (30 pg),
cefoxitina (30 pg), aztreonam (30 pg), estreptomicina
(10 ng), gentamicina (10 pg), tetraciclina (30 pg), ami-
cacina (30 pg), netilmicina (30 pg), tobramicina (10
ng), norfloxacina (10 pg), sulfazotrim (25 pg) e clo-
ranfenicol (30 pg).

Resultados

Observando os dados contidos na Tabela 1 verifica-se
que das 96 amostras de carcagas de frango analisadas, 19
propiciaram o isolamento de Salmonella spp., ou 19,8%
da amostra. Também, constata-se que 8 das 12 colheitas
realizadas nos abatedouros ou 66,7% delas apresenta-
ram o patdogeno. Denota-se que a freqiiéncia de achados
positivos para Salmonella em abatedouros pesquisados
no Estado de Goias ¢ passivel de gerar prejuizos aos
plantéis avicolas, a inddstria de processamento de carne
e conseqiientemente para a saude publica.
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Tabela 1 — Percentual de isolamento de Salmonella spp. de car-
cacas de frangos de corte abatidos em agroindustrias do Estado
de Goias, Brasil, no periodo de margo a Outubro de 2001.

Colheita  /Amostras anali- Amostras % positivos
sadas positivas

1 8 0/8 0
2 8 0/8 0
3 8 0/8 0
4 8 2/8 25%
5 8 3/8 37,5%
6 8 0/8 0
7 8 2/8 25%
8 8 1/8 12,5%
9 8 2/8 25%
10 8 1/8 12,5%
11 8 7/8 87.5%
12 8 1/8 12,5%

Total 96 19/96 19,8%

A Tabela 2 apresenta os sorovares ¢ a freqiiéncia de
isolamento absoluta e relativa nas 96 carcagas analisa-
das. Foram identificados 5 sorovares: Salmonella

Muenster, Salmonella Livingstone, Salmonella Hei-
delberg, Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhimu-
rium. As cepas de Salmonella de maior freqiiéncia de
isolamento corroboram com aquelas isoladas de amos-
tras aviarias no Estado de Goias seja no ambiente da
criacdo avicola, nas ragdes destinadas a alimentagdo
das aves ou nos orgdos de aves de diferentes idades.
Tais resultados reafirmam a possibilidade de conta-
minagdo de aves em plantas processadoras de aves,
possivelmente, negativas para o patdgeno em questio
durante seu ciclo de produgéo.

Tabela 2 — Sorovares de Salmonella spp., freqiiéncia absoluta e
freqiiéncia relativa do isolamento em carcagas de frangos abati-
dos em agroindustrias do Estado de Goias, periodo de Margo a
Outubro de 2001.

Frequéncia Frequéncia

Sorovar .

absoluta relativa
Salmonella Muenster 2 10,5%
Salmonella Livingstone 3 15,8%
Salmonella Heidelberg 1 5.3%
Salmonella Enteritidis 12 63,1%
Salmonella Typhimurium 1 5.3%
Total 19 100%
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Em relacdo ao perfil de resisténcia a antimicrobia-
nos, analisando-se a Tabela 3, nota-se que nenhuma
das amostras isoladas apresentaram resisténcia a po-
lin..£ina B, amicacina, netilmicina, gentamicina, nor-
floxacina ou tobramicina. No entanto, as cepas mos-
traram resisténcia a tetraciclina (84,2%), estreptomi-
cina (5,3%), aztreonam (10,5%), ampicilina (36,8%),
sulfazotrim (15,8%), cloranfenicol (5,3%), cefoxitina
(26,3%) e cefalotina (10,5%). Identificou-se a ocorrén-
cia de resisténcia multipla, onde a Salmonella Enteri-
tidis, Salmonella Typhimurium e Salmonella Muenster
apresentaram resisténcia a cinco, quatro e dois princi-
pios ativos, respectivamente. Também para o sorovar
Salmonella Enteritidis ocorreu resisténcia cruzada ou
resisténcia simultanea entre uma mesma classe de an-
timicrobianos.

Discussao

Conforme os dados observados na Tabela 1, ressalta-
se que a freqiiéncia de achados positivos para Salmo-
nella em abatedouros pesquisados no Estado de Goias
apresenta niveis preocupantes para a industria avicola
de processamento de carne e conseqiientemente para a
satde publica.

Comparativamente aos dados encontrados no Pais,
em Jaboticabal, Sdo Paulo, Costa et al. (1996), encon-
traram 10,5% de positividade para Salmonella spp.
dentre as 105 carcagas de frango analisadas provenien-
tes de abatedouros sem e com controle higi€nico sani-
tario. Esse percentual ¢ menor do que o encontrado no
presente estudo para o Estado de Goias.

No Rio Grande do Sul, Nascimento et al. (1997) ana-
lisando 1405 amostras de cortes comerciais e carcagas
de frango destinados ao consumo humano obtiveram
12,24% de positividade das amostras para Salmonella
spp.. No entanto, em Descalvado, Sdo Paulo, Cardoso
et al. (2000) ao examinarem 40 amostras de carcagas
de frangos provenientes de industria avicola local ndo

Tabela 3 — Numero de cepas e percentual de resisténcia de Salmonella spp. isoladas de carcagas de frangos de corte abatidos em
agroindustrias no Estado de Goias, no periodo de Margo a Outubro de 2001, frente a 14 antimicrobianos.

Antimicrobianos testados

Total
Sorovares de
S. Enteritidis 12 - - 12 - - - 2 6 - - - 5 2 -
S. Typhimurium 1 - - 1 - - - - 1 - 1 1 - - -
S. Livingstone 3 - - 1 - - - - - - - - - - -
S. Muenster 2 - - 2 - - - - - - 2 - - - -
S. Heidelberg 1 - - - 1 - - - - - - - - - -
Total 19 - - 16 1 - - 2 7 - 3 1 5 2 -
(%) 100 - - 84,2 53 - - 10,5 36,8 - 15,8 53 26,3 10,5 -

Polimixina B (POL), amicacina (AMI), tetraciclina (TET), estreptomicina (EST), netilmicina (NET), gentamicina (GEN), Aztreonam (ATM), ampicilina
(AMP), norfloxacina (NOR), sulfazotrim (SUT), cloranfenicol (CLO), cefoxitina (CFX), cefalotina (CFT) e tobramicina (TOB).
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obtiveram nenhuma amostra positiva para Salmonella
spp-

Os dados encontrados em Goias, no que pese revelar
percentuais preocupantes quanto a pesquisa de Salmo-
nella spp. em carcagas oriundas de abatedouros de aves
regionais, em outros paises mostraram-se igualmente
preocupantes. Em Portugal (1989), Bernardo e Macha-
do encontraram 55% das carcagas aprovadas para con-
sumo positivas para Salmonella spp.. Na Argentina,
Benassi et al. (1998) observaram que 12,5% das carca-
¢as examinadas foram positivas para o isolamento de
Salmonella spp., assim como Chang (2000), na Coréia,
que ao analisar 27 amostras de carcagas obteve uma
freqiiéncia de isolamento do agente em 25,9%.

Os dados apresentados na Tabela 2 caracterizam o
sorovar Salmonella Enteritidis como predominante, o
que concorda com outros autores quando analisaram
carcagas de frangos, alimentos de origem aviaria, 6r-
gaos de pintinhos e aves adultas (Tavechio et al., 1996,
Hofer et al., 1997, Chang, 2000, Rocha, 2001).

Analisando, ainda a Tabela 2, pode-se verificar que
os dados reafirmam a maior freqiiéncia do sorovar Sal-
monella Enteritidis tido como mais patogénico as aves
e potencialmente envolvido em infec¢do alimentar em
humanos (Peresi et al.,1998). Esses achados confirmam
a presenca do agente em lotes de frangos que foram
destinados ao abate, processamento ¢ beneficiamento
da carne destinada ao consumo humano e concordam
com as afirmagdes de Munro et al. (1999).

Quanto ao perfil de resisténcia aos antimicrobianos
testados, os resultados encontrados assemelham-se
aos descritos por Chaslus-Dancla e Millemann (1999)
quando descreveram a resisténcia de Sal/monella Ente-
ritidis aos B-lactdmicos e tetraciclinas. Acrescentaram
que pesquisas realizadas identificaram diferenga entre
as salmonelas de origem humana e ndo-humanas, sen-
do as de origem humana mais freqiientemente resisten-
tes as penicilinas e as ndo-humanas aos -lactdmicos e
tetraciclinas.

Concordancia também ocorreu com os resultados e
relatos de Saced e Nair (1999) que demonstraram a re-
sisténcia, especialmente da Salmonella Typhimurium
e Salmonella Heidelberg, a um ou mais antibioticos
aumentada consideravelmente na década passada, na
Europa.

Santos (1998), analisando amostras de Salmonella
spp. isoladas de carcagas de frangos congeladas e co-
mercializadas em Jaboticabal, Sdo Paulo, constatou que
as cepas foram 100% resistentes & ampicilina, 75% a
cefalotina, 52,10% a cefoxitina, 22,90% a tobramicina,
6,20% a polimixina B ¢ a tetraclina, 4,20% a gentami-
cina e 2,10% a netilmicina, aztreonam e a amicacina.
Estes resultados diferem em todas as situa¢des de ana-
lises deste estudo o que pode ser explicado, em parte,
pela divergéncia entre os sorovares isolados e pela res-
posta diferenciada dos plantéis em fun¢éo da utilizagdo
dos antimicrobianos, nos sistemas de criagdo locais.

Com base nos resultados obtidos no presente estudo,
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conclui-se que apesar das praticas higiénicos sanita-
rias adotadas pelas agroindustrias quando do abate de
aves, o percentual de isolamento de Salmonella spp.
de 19,8% pode ser considerado alto, tendo em vista o
agravante de que os plantéis de frangos alojados no Es-
tado de Goias ndo estdo livres do agente representan-
do risco a estado sanitario das aves e principalmente a
saude publica. Ainda, o sorovar mais freqiientemente
isolado foi Sal/monella Enteritidis e o maior percen-
tual de resisténcia foi proporcionado ao antimicrobia-
no tetraciclina. A ocorréncia de resisténcia multipla e
cruzada também denota a necessidade de adogédo res-
ponsavel de antimicrobianos em medicina veterinaria
¢ humana.
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