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RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram pesquisar Salmonella spp., promover a
caracterizagcdo microbiologica em amostras de ovos inspecionados
comercializados na regido do Distrito Federal, realizar antibiograma e detectar
genes de resisténcia antimicrobiana nos isolados.Nas 140 amostras de ovos
analisadas,néo foi encontrada presenca do microrganismo Salmonella spp.. Na
caracterizacdo microbiologica das 140 amostras de ovos foram isolados 42
microrganismos em 38 ovos, sendo 24/140 (17,1%) de Staphylococcus
coagulase negativa, 4/140 (2,8%) de Enterobacter spp., 4/140 (2,8%) de
Escherichia coli, 3/14 (2,14%) de Hafnia alvei, 2/140 (1,42%) de Pseudomonas
spp., 1/140 (0,71%) de Corynebacterium spp., 1/140 (0,71%) de Proteus
mirabilis, 1/140 (0,71%) de Providencia spp., 1/140 (0,71%) de Yersinia spp.,
1/140 (0,71%) de Acinetobacter spp. O perfil de susceptibilidade antimicrobiana
demonstrou que os 42 microrganismos apresentaram resisténcia a pelo menos
um antimicrobiano sendo o maior indice de resisténcia, 14/42 (58,3%), dos
microrganismos isolados foram para Tetraciclina e Vancomicina. N&o foram
detectados 0s genes de resisténcia antimicrobiana para Sulfonamidas, Beta-
lactamicos, Clorafenicol, Aminoglicosideos e Tetraciclina nos isolados. Foi
detectado o gene da integrase Intll em 3/42 microrganismos. N&o foi detectada
a presenca de Salmonella spp. nas amostras analisadas e varios diferentes
microrganismos foram isolados na caracterizacdo microbioldégica. Foram
detectados ainda a presenca fenotipica de resisténcia antimicrobiana e o gene
da integrase 1. No entanto maiores estudos devem ser realizados para
pesquisa de Salmonella spp em ovos e a verificagdo da origem da resisténcia
antimicrobiana nos microrganismos isolados de ovos inspecionados

comercializados na regiao do Distrito Federal.

Palavras-Chave: Salmonella spp., resisténcia antimicrobiana, Integrase.



MICROBIOLOGICAL CHARACTERIZATION OF INSPECTED EGGS
MARKETED IN THE REGION OF THE FEDERAL DISTRICT

ABSTRACT

The objectives of this work were to investigate Salmonella spp., to promote the
microbiological characterization in samples of inspected eggs commercialized in
the Federal District, to perform antibiogram and to detect antimicrobial
resistance genes in the isolates. In the 140 samples of eggs analyzed, no
microorganism was found Salmonella spp. In the microbiological
characterization of the 140 egg samples, 42 microorganisms were isolated in 38
eggs, 24/140 (17.1%) of coagulase negative Staphylococcus, 4/140 (2.8%)
Enterobacter spp., 4 / 140 (2.8%) of Escherichia coli, 3/14 (2.14%) of Hafnia
alvei, 2/140 (1.42%) of Pseudomonas spp., 1/140 (0.71%) of Corynebacterium
spp., 1/140 (0,71%) Protein mirabilis, 1/140 (0.71%) Providencia spp., 1/140
(0.71%) Yersinia spp., 1/140 (0, 71%) of Acinetobacter spp. The antimicrobial
susceptibility profile showed that the 42 microorganisms showed resistance to
at least one antimicrobial being the highest resistance index, 14/42 (58.3%), of
the isolated microorganisms were for Tetracycline and Vancomycin. No
antimicrobial resistance genes were detected for Sulfonamides, Beta-lactams,
Chlorphenicol, Aminoglycosides and Tetracycline in the isolates. Intll integrase
gene was detected in 3/42 microorganisms. No evidence of Salmonella spp. In
the analyzed samples and several different microorganisms were isolated in the
microbiological characterization. The phenotypic presence of antimicrobial
resistance and the integrase 1 gene were also detected. However, further
studies should be carried out to investigate Salmonella spp in eggs and verify
the origin of antimicrobial resistance in isolated microorganisms from inspected

eggs marketed in the Federal District .

Key words: Salmonella spp., antimicrobial resistance, Integrase.
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CAPITULO |

l. INTRODUCAO

Verificacbes feitas pela Associacdo Brasileira de Proteina Animal
(ABPA) mostram que a producéo brasileira de ovos totalizou no ano de 2015
39,5 bilhdes de unidades, recorde historico que superou em 6,1% a producéo
registrada no ano anterior.

Segundo Welker e colaboradores (2010) ovo esta dentro dos produtos
avicolas que apresentam maior suscetibilidade a contaminacédo microbiolégica,
pois possuem diversos nutrientes que auxiliam no desenvolvimento de
microrganismos. Alterkruse e colaboradores (1997) ressaltam ainda que o
consumo direto ou de produtos contendo ovos crus podem ser responsaveis
por toxinfeccBes alimentares em varias partes do mundo.

A familia Enterobacteriaceae inclui um grupo de bactérias que habitam o
trato intestinal dos homens e animais (TORTORA, et al., 2000). Inumeras
bactérias patogénicas representantes desta familia s&o normalmente
detectadas nas carcacas de frango e nos ovos e, entre elas, merecem atencgéo
especial a Salmonella spp., Campylobacter jejuni, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes (BUTZLER, 2004, JAY et al.,
2005).

7

A Salmonella spp. é uma bactéria enterica responsavel por graves
intoxicacdes alimentares, sendo um dos principais agentes envolvidos em
surtos alimentares registrados em varios paises (MAIJALA et al., 2005).
Salmonella Enteritidis € responsavel por significativos prejuizos a avicultura,
sendo o0 sorotipo mais frequentemente isolado em alimentos destinados ao
consumo humano tendo consequéncias para a saude publica (OKAMURA et
al., 2001).

A presenca de Salmonella spp. em alimentos ndo € tolerada e a
legislacdo estabelecida pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) e pela Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) enfatiza as medidas gerais necessarias face aos fatores que direta
ou indiretamente possam afetar a qualidade dos alimentos de origem animal
em geral (Brasil, 2001). Assim, a contaminag&do dos ovos, Seja na casca ou no
conteudo,deve ser inspecionada na tentativa de garantir a seguranca alimentar
do consumidor (ANDRADE et al., 2004).



Bactérias patogénicas resistentes a antimicrobianos oriundas de
humanos e animais tém sido uma questdo de preocupacdo para a saude
publica, devido ao risco da exposi¢cdo humana no consumo de ovos (SILVA et
al., 2016). Fuller (1989) ressalta tal preocupacao global e crescente desde a
década de 50, em que o uso indiscriminado de antimicrobianos na alimentacao
animal proporcionou o desenvolvimento de populacdes bacterianas resistentes,
as quais, posteriormente, dificultariam um possivel tratamento terapéutico.

Sabendo que a qualidade do ovo é uma das caracteristicas desejadas e
valorizadas pelos consumidores, sendo percebida pelos atributos sensoriais,
nutricionais, tecnolégicos e, principalmente, a condicao sanitaria (ALCANTARA,
2012). Portanto, os objetivos deste trabalho foram verificar a presenca de
Salmonella spp., fazer a caracterizacao microbiol6gica em ovos inspecionados
comercializados na regido do Distrito Federal, efetuar o antibiograma e
promover a deteccdo de genes de resisténcia dos isolados através da reagao
em cadeia da polimerase (PCR).



Il REFERENCIAL TEORICO

Os ovos apresentam uma alta qualidade nutricional em sua composigao.
Apresentam gorduras, carboidratos, minerais e vitaminas, além de ser
completo e equilibrado em nutrientes. Também € uma fonte de proteinas sendo
acessivel a todas as classes sociais (LEANDRO et al., 2005; NEPA, 2006).

O albumen, em geral, apresenta-se com baixa contaminacdo microbiana,
pois contém elementos naturais que dificultam o desenvolvimento bacteriano,
como a presenca de enzimas antibacterianas tais como a lisozima,
coanoalbumina, ovomucoide, avidina e riboflavina, entretanto apresenta-se
com deficiéncia em ferro, elemento essencial para a multiplicacdo bacteriana
(OLIVEIRA e SILVA, 2000).

Segundo Menezes (2013) o controle da presenca de microrganismos
patogénicos nos ovos é bastante dificil, pois a ocorréncia de contaminacdes
pode ocorrer de varias formas, uma vez que alguns microrganismos fazem

parte da microbiota das aves.

Existem explicacbes para a presenca de microrganismos em 0vVOS
considerados frescos, que pode ser devido a incorporacao de bactérias durante
a formacédo do ovo no ovério ou oviduto, podendo ser considerada de origem
congénita (vertical) e também quando ha penetracdo de microrganismos pela
casca, ap0s a postura, sendo chamada de contaminagcdo extragenital
(horizontal). A contaminacdo interna de ovos, a partir da contaminacdo
ambiental, como material de cama de poedeiras foi comprovada e,
provavelmente, € dependente da qualidade da casca (OLIVEIRA e SILVA,
2000).

De acordo com Lacerda e colaboradores (2010),0 ovo esta exposto a uma
série de fatores que implicam na sua contaminagdo com capacidade de alterar
a sua qualidade nutricional e determinar toxinfec¢des alimentares. Diante do
exposto, as bactérias dos géneros Pseudomonas, Acinetobacter, Proteus,
Escherichia, Serratia, Enterobacter e Staphylococcus estdo entre os principais

microrganismos responsaveis por essa contaminacdo determinando alteracdes

3



fisicas e quimicas observadas nos ovos tornando-os improprios para consumo
(PATRICIO, 2003).

As Enterobactérias tém atividade proteolitica destruindo algumas estruturas
da casca do ovo, o que poderia facilitar a penetracdo de outras bactérias, as
quais se multiplicam no contetudo do ovo, provocando sua deterioracdo. Dentre
0S microrganismos envolvidos na deterioracdo dos ovos, e que possuem
grande capacidade de atravessar a casca e suas membranas, destaca-se o
Pseudomonas aeruginosa, que estd amplamente distribuido na natureza,

sendo considerado um patégeno humano oportunista (DE REU et al., 2006).

7

A presenga de Escherichia coli em alimentos crus é considerada um
indicador de contaminacao fecal e essa contaminacédo pode ocorrer durante o
processamento do alimento e devido a falta de higiene pessoal dos
manipuladores, no caso de ovos, 0 manejo incorreto em relagdo a coleta de
ovos diariamente ou na preparagao de algum prato que inclui este alimento cru
(SILVA, 2002).

A intoxicacao alimentar causada pelo microrganismo Staphylococcus spp €
resultante da ingestdo de alimentos contaminados por enterotoxinas
estafilocécicas termoestaveis pré-formadas, produzidas por linhagens
enterotoxigénicas de estafilococos coagulase positivo, principalmente S.
aureus, durante sua multiplicacdo no substrato e, também, relatos de
estafilococos coagulase negativo produtores de enterotoxinas (FREITAS et al.,
2004).

Os procedimentos estabelecidos pelo RIISPOA MAPA (BRASIL, 2017) nem
sempre sdo eficazes na eliminagdo dos microrganismos, e ovos frescos
mantidos em estabelecimentos comerciais permanecem estocados por longos
periodos, podendo ter sua qualidade interna alterada, favorecendo assim a

multiplicacéo bacteriana.

Segundo Olsen et al (2001) surtos de doencgas transmitidas por ovos e seus
derivados tem sido fonte de preocupacdo, sendo o principal problema em
saude publica encontrado em alimentos a base de ovos crus ou mal cozidos, a

presenca de Salmonella spp.



O microrganismo Salmonella spp.

1. Caracterizacdo do género

Segundo Franco e Landgraf (2004), o género Salmonella pertence a familia
Enterobacteriaceae, e compreendem Bacilos Gram negativos ndo produtores
de esporos. Apresenta-se na forma de Bastonetes de 0,5 a 0,7 por 1 a 3
micrdémetros, possui um crescimento em pH étimo de 6,5 a 7,5 e temperatura
de 35 a 37'C, porém estes valores podem variar de pH 4,5 a 9,0 e temperatura
de 5 a 47'C, a sua parede celular possui quatro camadas: lipopolissacaridea

(LPS), fosfolipidica, lipoprotéica e proteoglicano.

A Classificacdo do género Salmonella, segundo Holt et al (1994) baseado
no Bergey's Manual of Systematic Bacteriology € dividido em duas espécies,
Salmonella enterica e Salmonella bongori (GRIMONT & WEILL, 2007).
Salmonella bongori com 23 sorovares conhecidos e Salmonella enterica,
subdividida em seis subespécies denominadas por: Salmonella enterica
subespécie enterica, Salmonella enterica subespécie salamae, Salmonella
enterica subespécie arizonae, Salmonella enterica subespécie diarizonae,
Salmonella enterica subespécie houtenae, Salmonella entericasubespécie
indica, tendo sido descritos ao todo 2.587 sorovares (GUIBOURDENCHE et al.,
2010). Os sorovares isolados com maior frequéncia em doenca humana
pertencem a Salmonella entérica subespécie enterica, com 1547 sorovares
conhecidos (SILVA et al., 2007; GUIBOURDENCHE et al., 2010).

A denominacao dos diferentes sorotipos deve ser realizada levando-se em
consideracéo a formula antigénica (antigenos O, H e K) dos microrganismos ou
pela determinagcdo de um nome caracteristico, usualmente adotado para
diferenciar os sorotipos apenas pela descricdo do género Salmonella, seguido
diretamente de sua denominacdo antigénica (férmula ou nome caracteristico).
S. Typhi e S. Paratyphi, portanto, sdo sorotipos causadores de salmoneloses
em mamiferos incluindo a espécie humana (POPOFF et al., 2001; BRASIL
2001).



Segundo CASON et al. (1994) a transmissao de Salmonella spp. em
galinhas poedeiras comerciais pode ocorrer durante a incubacdo de ovos
férteis, ou seja, quando ovos livres (sem a presenca de Salmonella spp.) sdo
incubados junto com ovos ou maquinas e equipamentos contaminados. A
bactéria se espalha rapidamente entre as aves, pelo contato com pintos mortos
contaminados, meco6nio, ou pela alta taxa de contaminacdo do ar dentro da
maquina de incubacdo. Em aves adultas também ocorre esse tipo de
transmissdo. Quando oOrgdos do trato reprodutivo como ovario, oviduto e
foliculos ovarianos séo colonizados por Salmonella spp., a transmisséo vertical
pode ocorrer, ou seja, 0 ovo pode ser contaminado antes da oviposicao
(POPPE, 2000).

2. Patogenia

Segundo Rose et. al (2000), mais de 99% dos sorotipos de salmonelas
podem causar doencas subclinicas em aves, no entanto, sua maior importancia

e fonte de preocupacédo é em relacéo a saude publica.

As doencas causadas pelo consumo de alimentos contaminados por
Salmonella se subdividem em trés grupos: febre tiféide, causada por
Salmonella typhi; as febres entéricas causadas por Salmonella paratyphi e as
enterocolites, também conhecidas por salmoneloses, causadas pelas demais
salmonelas (FRANCO e LANDGRAF, 2010). As salmoneloses aviarias séo
doencas agudas ou crénicas causadas por bactérias do género Salmonella,

incluida na familia Enterobacteriaceae (SANTOS et al., 2009)

No Brasil e no mundo a salmonelose € um desafio para a saude publica. O
primeiro caso de salmonelose em humanos foi relatado em 1880, quando
predominava 0s casos da intoxicacdo por Salmonella Typhi. A partir de 1940
tem-se registrado um réapido aumento de salmonelas nédo especificas de
humanos e animais, particularmente S. Typhimurium. Atualmente a S.
Enteritidis € o sorovar mais isolado em casos de toxinfecgbes alimentares em
humanos, devido a sua alta capacidade de transmissao vertical e horizontal
(CARDOSO & TESSARI, 2008). A carcacga do frango, 0os ovos e seus derivados



sdo consideradas a maior fonte de infeccdo desses patdgenos para o homem
(CARDOSO & TESSARI, 2008)

O microrganismo Salmonella spp. pode a partir do trato gastrointestinal das
aves invadir a corrente sanguinea e atingir 6rgdos importantes como o figado,
coragao e ovario, proporcionando a transmissao transovariana e possibilitando
amplas condi¢cdes de contaminacdo das carcacas, bem como contaminacéo
dos ovos, impulsionadas pelo seu manuseio inadequado e por condi¢cdes
inapropriadas de armazenamento (ANDREATTI FILHO, 2009).

Segundo Von Rickert (2006), existem dados diversificados em varios
paises a respeito de infeccdes em humanos, originadas pelo consumo de
alimentos contaminados por Salmonella spp.. Considerando que a maioria dos
quadros de gastroenterite transcorre sem a necessidade de hospitalizacdes e
sem o isolamento do agente causal no alimento incriminado, a ocorréncia das
salmoneloses na populacdo humana transmitida por alimentos é provavelmente
subestimada, principalmente pela falta de notificacfes e confirmacfes da causa
desses quadros clinicos (SHINOHARA et al., 2006).

3. Legislacéo para Salmonella spp.

Os atuais elementos de inspecdo sanitaria instruidos no controle de
riscos na industria, aliado ao monitoramento, realizado por programa do
Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), atestam a
seguranca no sistema de criacdo da cadeia produtiva de carnes de aves,
inclusive no controle da presenca de residuos de medicamentos veterinario e

contaminantes nos limites maximos estabelecidos (BRASIL, 2010).

Com o avanco do comércio internacional de alimentos, a aplicacdo de
medidas de controle para segurancga alimentar passou a ser implantada tanto
em produtos que abastecem o mercado interno, quanto para os de exportacao,
seguindo os critérios de controle presentes em documentos internacionais

como Codex Alimentarius e legislagcdes governamentais (SILVA, 2007).



O Brasil como grande exportador viu-se obrigado a criar um programa
que reduzisse a incidéncia de Salmonella, conhecido como Monitoramento
Microbiolégico e Controle de Salmonella spp. em Carcacas de Frangos e
Perus, pela Instrucdo Normativa n°® 70, de 10 de outubro de 2003 que visa a
realizacdo de analises microbiolégicas em carcacas de aves coletadas nos
estabelecimentos de abate sob Servico de Inspecédo Federal -SIF (GOUVEA et
al., 2012).

A principal funcdo do programa de reducéo de patdgenos € construir um
sistema de informacdes para avaliagdo da contaminacdo dos produtos
examinados, viabilizando a determinacdo do nivel adequado de protecdo ao
agente, o que permite a melhor eficiéncia das medidas de controle, como
componente importante da Analise de Risco Microbiolégico (BRASIL, 2003a).

4. Métodos de deteccado de Salmonella spp.

Para o controle da qualidade microbiolégica de produtos de origem
animal, o método de isolamento bacteriolégico convencional de Salmonella
spp. € amplamente empregado e prescrito em legislacdes especificas (BRASIL,
1995; 2003b). Segundo 0 BACTERIOLOGICAL ANALYTICAL MANUAL (1992),
as técnicas convencionais para deteccdo de Salmonella em alimentos
geralmente envolvem as seguintes etapas: pré-enriquecimento, enriqguecimento
seletivo, isolamento em meios seletivos soélidos e identificagdo completa das

colénias por meio de testes bioquimicos e sorolégicos.

O método convencional de deteccdo de Salmonella spp. em alimentos
envolve etapas de cultura dispendiosas e trabalhosas, consome longo tempo,
necessitando-se normalmente de 4 a 5 dias para a confirmacéo dos resultados
(BEUMER et al., 1991).Portanto, o emprego de métodos rapidos, simples e
confiaveis, é importante tanto no diagnéstico de toxinfec¢cdo, como também, e

principalmente, no controle de qualidade de alimentos.

Métodos para deteccdo rapida de Salmonella spp. tém sido

desenvolvidos e utilizados na industria de alimentos e se baseiam em métodos



de hibridizacdo de &cidos nucléicos, métodos imunoldgicos e métodos
moleculares, como PCR (BENETTI, 2009).

Dentre elas, destacam-se as técnicas imunologicas, baseadas em
reacfes antigeno anticorpo, a imunoenziméticas que empregam anticorpos
marcados com uma enzima cromogénica (SCHUURS et al., 1997). A técnica
imunoenzimética é totalmente dependente da especificidade da reacao
antigeno-anticorpo e tentativas anteriores de planejar métodos
imunoenzimaticos especificos para Salmonella usando misturas de anticorpos
policlonais produziram muitos resultados falso-positivos devido a presenca de
componentes comuns em enterobactérias que reagem de forma cruzada
(KRYSINSKI et al., 1977).

OYARZABAL (1996) observou que dentre as possiveis metodologias a
serem empregadas, destacou-se o uso dos métodos moleculares, como a
reacdo em cadeia pela polimerase (polymerasechainreaction - PCR) que foi a
técnica de maior aceitacdo entre as demais técnicas moleculares
desenvolvidas recentemente, podendo ser empregada como ferramenta de

diagndstico em laboratérios clinicos.

Este método é baseado na amplificacdo de uma sequéncia alvo de DNA
especifica e analise do produto de amplificagdo. As principais vantagens sao:
aumento de sensibilidade e menor tempo requerido para processar as
amostras no laboratério, quando comparado ao método tradicional de cultivo
(WHYTE et al., 2002), além de ndo depender da utilizagdo de um substrato ou
da expressdo de antigenos, o que evita variacdes fenotipicas em padrdes
bioquimicos e falta de antigenos detectaveis (HOORFAR et al., 1999).

5. Resisténcia antimicrobiana

A resisténcia antimicrobiana € um fendmeno bastante complexo em que
envolve uma vasta variedade de agentes antimicrobianos, espécies de
bactérias, genes de resisténcia e mecanismos de resisténcias (Aarestrup,
2006).



O surgimento de cepas resistentes de Salmonella spp. € comum e este
fato € agravado com a ampla utilizagdo de antibidtico em rac¢des animais,
principalmente como promotores de crescimento. Portanto, ragfes avicolas tém
sido relatadas como um elo de grande importancia no ciclo epidemiolégico da
salmonelose aviaria (REIS et al., 1995). REIS e colaboradores (1995) relatam
ainda que o emprego de antibiéticos em racdes para promover o crescimento,
tem contribuido para potencializar a distribuicdo de salmonelas resistentes
presentes nas aves, havendo assim um risco maior nas doencas transmissiveis

por alimentos (DTAs) em humanos causadas por estas bactérias.

Para que um patdégeno resistente tenha impacto na saude publica, &
importante tanto o aspecto da transferéncia da resisténcia, quanto o da
disseminacdo dos microrganismos resistentes, 0 que ocorre apos a
colonizacdo ou infeccdo do hospedeiro suscetivel (ANGULO et al., 1999).
Desta forma, infec¢cdes causadas por Salmonella resistente a antimicrobianos
parecem resultar, predominantemente, da ingestdo de alimentos contaminados

com cepas ja resistentes (ANGULO et al., 1999);

Diversas pesquisas vém sendo realizadas com o intuito de avaliar o
perfil de resisténcia antimicrobiana de Salmonella spp. isolados de aves e seus
produtos frente a agentes antimicrobianos e destacam-se estudos em que
foram encontrados isolados de Salmonella spp. com elevadas taxas de
resisténcia no Brasil (CORTEZ et al.,2006; SOUZA et al., 2010),

Durante décadas, ampicilina, cloranfenicol e trimetoprim-sulfametoxazol
foram as drogas mais utilizadas para o tratamento de salmoneloses graves.
Porém, o aumento na resisténcia a estes agentes reduziu significativamente o
uso na clinica médica. Consequentemente, as fluoroquinolonas (FQs)
passaram a ser 0s principais antimicrobianos empregados para o tratamento de
infecgbes humanas (SOUZA et al., 2010). O aumento da incidéncia de cepas
resistentes as quinolonas de primeira geracdo, como Aacido nalidixico, é
preocupante, considerando que esse fato pode estar relacionado a reducéo da
suscetibilidade as FQs, como a ciprofloxacina, e ao possivel surgimento de

resisténcia a esses antimicrobianos (HOOPER, 2001).
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A vigilancia da resisténcia antimicrobiana é essencial para disponibilizar
informagdes sobre sua magnitude e tendéncias, e para monitorar o efeito das
intervencgdes, pois a prevaléncia de resisténcia pode variar nas diferentes
regides ou épocas (WHO, 2006)
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[l. OBJETIVOS

Objetivo geral

e Realizar a pesquisa de Salmonella spp. e fazer o isolamento e
caracterizagdo microbioldgica em ovos inspecionados e comercializados

na regiao do Distrito Federal.

Objetivos especificos

e Realizar o teste de susceptibilidade antimicrobiana nos isolados

e Avaliar a presenga de genes de resisténcia aos antimicrobianos sull
para Sulfonamidas; SHV para Beta-lactamicos; catl para Clorafenicol;
aac(3)-l para Aminoglicosideos; tet(M) para Tetraciclina e o intll para

Integrase nos isolados através reacdo em cadeia da polimerase (PCR).
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CAPITULO Il

l. INTRODUCAO

Segundo o relatorio anual da Sociedade Brasileira de Proteina Animal, em
2015 a producéo brasileira de ovos foi de 39 bilhdes de unidades, sendo o

consumo per capita em torno de 191 ovos (ABPA, 2016).

Ovos frescos ou conservados sé podem ser expostos ao consumo publico
interno ou internacional, quando previamente submetidos a exame e
classificacdo previstos no Regulamento de Inspecado Industrial e Sanitaria de
Produtos de Origem Animal (BRASIL, 2017), sendo este procedimento de

extrema importancia para a saude publica.

O Distrito Federal contribui nacionalmente com uma producdo de ovos de
4.830 mil duzias, segundo dados do primeiro trimestre do IBGE de 2016, e o
Estado de Goias com uma producdo de 42.749 mil duzias, que por sua vez
abastecem também o mercado desta regido, e vice-versa (IBGE, 2016).
Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (2016), o Brasil
teve um aumento na producédo de ovos livres de patdégenos com a finalidade de
atender as exigéncias dos consumidores internos e externos, tanto no que se
refere a sanidade avicola, quanto a qualidade dos alimentos (KOTTIWITZ et
al., 2012).

As aves podem abrigar no trato intestinal bactérias patogénicas e
passiveis de serem veiculadas por meio de alimentos, tais como a Salmonella
spp, Campylobacter spp.,Yersinia, Listeria monocytogenes, Enterococcus spp.,
Escherichia coli, dentre outros, sendo desta forma potenciais reservatérios de

doencas para o homem (WEI et al., 2013).

Conhecer a diversidade da microbiota das aves e seus derivados é uma
relevante ferramenta para avaliar a importancia das populagbes bacterianas
individuais, e conhecer elementos de risco diretamente relacionados a saude
do homem (WEI et al., 2013). Os produtos avicolas sdo considerados o0s
principais veiculos de transmissédo de Salmonella spp e a salmonelose tem se

tornando uma preocupacdo crescente na saude publica, tanto nos paises
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desenvolvidos como nos paises em desenvolvimento, causando prejuizos na
avicultura e no ambito de zoonoses (RIBEIRO et al., 2007). A Salmonella spp.
tem uma variedade de reservatorios animais e vias de transmissédo que podem
resultar na infeccdo humana e, no entanto, a maioria das infec¢cdes por
Salmonella s&o causadas por exposi¢coes de origem alimentar (SCALLAN et al.,
2011). Segundo Ohtsuka et al. (2005) varios sorotipos de Salmonella estéo
implicados em infecgcbes de origem alimentar e o sorotipo Enteritidis
especificamente ap0s a década de 1980, tem causado infeccdo humana

através de ovos contaminados em diversos paises.

Pesquisas mostram que os ovos podem ser uma fonte potencial de
transmissdo de bactérias resistentes aos antimicrobianos ou de genes de
resisténcia antimicrobiana (DIERIKXET al., 2013). A utilizacdo de agentes
antimicrobianos na prevencao e tratamento de muitas doencas infecciosas e
como promotor de crescimento € bem conhecida na medicina veterinaria, o
seu uso indiscriminado, além de fornecer risco a populagéo pela sua presenca
no alimento, levou a uma emergéncia de bactérias resistente a mdultiplas
drogas, e consequentemente, a uma preocupacdo em relacdo a transferéncia
de genes resistentes para os seres humanos através dos alimentos (LUPO et

al., 2012; GREESON et al., 2013; PANDE et al., 2015).

Na India, Marques et al. (2016) observaram que os isolados de
Salmonella, a partir da casca de ovos de galinha que apresentavam multipla
resisténcia a antibiéticos e a presenca do gene da integrasse intll, merece ser
investigados para conhecer os determinantes genéticos detectados. No Brasil,
Rowlands et al. (2014) demonstraram o risco potencial associado ao consumo
de produtos derivados de aves e a necessidade de assegurar boas praticas de
higiene alimentar, a fim de reduzir a propagagao de microrganismos resistentes

a antibidticos de animais a humanos.

Considerando que sao poucos os trabalhos no Brasil de pesquisa de
microrganismos patogénicos e caracterizagdo microbiolégica em ovos, e tendo
em vista a auséncia de pesquisas com testes de susceptibilidade
antimicrobiana e deteccdo de genes de resisténcia antimicrobiana neste
alimento no Distrito Federal, este trabalho teve por objetivo pesquisar cepas de

Salmonella spp., bem como a caracterizagdo microbiologica em ovos
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inspecionados comercializados na regidao do Distrito Federal e realizar

antibiogramas e detectar genes de resisténcia antimicrobiana.
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I MATERIAL E METODOS

1. Origem das amostras e isolamento microbiol6gico

Foram adquiridas 140 amostras de ovos inspecionados todos com Selo
de Inspecdo Federal (S.I.LF) de diversas marcas, comercializadas em 15
estabelecimentos comerciais localizados em diferentes regides do Distrito
Federal, entre o periodo de setembro de 2015 e agosto de 2016. As amostras
foram adquiridas simulando uma situacéo real de compra pelo consumidor de
uma caixa contendo uma dulzia de ovos, observando para embalagens
integras, ovos sem trincas, dentro do prazo de validade e com selo de inspecéo

veterinaria oficial.

As amostras foram transportadas em temperatura ambiente e
encaminhadas ao Laboratério de Microbiologia de Alimentos (LAMAL) da
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria da Universidade de Brasilia,

para em seguida proceder ao isolamento microbioldgico.

2. Pesquisa de Salmonella spp.

A pesquisa de Salmonella spp. foi realizada na casca do ovo e também
na clara e gema, perfazendo um total de 280 amostras de ovos. A metodologia
utilizada para a pesquisa de Salmonella spp.foi a descrita na Instrucdo
Normativa n® 62, 26 de Agosto de 2003, do Ministério da Agricultura, Pecuéria
e Abastecimento (Brasil, 2003a), que oficializa os métodos analiticos oficiais
para analises microbiolégicas para controle de produtos de origem animal e

agua e também a descrita por Silva et al. (2010).
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3. Caracterizacao Microbiologica

A metodologia de isolamento e caracterizacdo microbiolégica utilizada
foram as descritas por Baron et al. (1994) e Koneman et al (2001), em que o
material utilizado foi uma aliqguota da clara e gema homogeneizadas e
plagueadas com swab em placas de Agar da marca Acumedia® contendo 7%
de sangue desfibrinado de carneiro e, em seguida incubados a 37° C em
estufa bacteriol6gica (Quimis®) por 24h. Posteriormente as coldnias isoladas
foram plaqueadas em &gar Nutriente (Acumedia®) e submetidas as provas
bioquimicas e sorolégicas para os antigenos somaticos polivalentes flagelar

para identificacdo (Probac do Brasil®).

4. Teste de susceptibilidade antimicrobiana

A susceptibilidade aos antimicrobianos foi avaliada através da técnica de
disco-difusdo de Kirby-Bauer (BAUER et al., 1966) conforme recomendacdes
do “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI, 2016). Os agentes
antimicrobianos testados foram: Amoxicilina (10ug), Ampicilina (10ug),
Cefalexina (30ug), Cefalotina (30ug), Cefazolina (30ug), Ceftazidima (30ug),
Ciprofloxatina (5ug), Clorafenicol (30ug), Doxiciclina (310ug), Enrofloxacina
(5ug), Eritromicina (15upg), Estreptomicina (10ug), Gentamicina (10ug),
Neomicina (30ug), Sulfonamidas (300ug), Tetraciclina (30pg), Vancomicina
(30uQ), todos da marca SENSIFAR®.

5. Deteccao de genes de resisténcia antimicrobiana através da reacdo em

cadeia da polimerase

A deteccgéo dos genes de resisténcia por PCR foi realizada nas colonias
isoladas e identificadas, e os primers utilizados foram: sull para Sulfonamidas;
SHV para Beta-lactamicos; catl para Clorafenicol; aac(3)-I para
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Aminoglicosideos; tet(M) para Tetraciclina e o intll para Integrase, segundo o
protocolo descrito por Van et al (2008) e Bass et al (1999). Tanto as condi¢des
para a realizacdo da PCR-multiplex para a detec¢é@o dos genes de resisténcia a
Sulfonamidas, a Beta-lactamicos e a Clorafenicol, como as condi¢des para a
realizacdo da PCR para a deteccdo do gene de resisténcia a
Aminoglocosideos, foram desnaturacéo inicial a 95°C por 15 min, seguida de
30 ciclos de desnaturacdo a 94° C por 30s, anelamento a 59°C por 30s e
extensdo a 72° C por 1 min e ciclo final de amplificacdo a 72° C por 10 min,
segundo protocolo preconizado por Van et al (2008). Na reacédo da PCR para a
deteccdo do gene aac(3)-1 para aminoglicosideo, foi utilizada a temperatura de
anelamento de 55° C, sendo as demais temperaturas e tempos semelhantes
aos descritos anteriormente. A deteccdo do gene de resisténcia para
Tetraciclina foi realizada segundo protocolo descrito por Rahman et al (2008),
composto por 30 ciclos de 94° C por 1 min, 56° C por 30s, 72° C por 1 min e
uma extensdo final de 72° C por 5 min. Para a deteccdo do gene da

integraselntll foi utilizada o protocolo descrito por Siriken (2015).

0. Analise Estatistica

A andlise estatistica empregada foi a de estudo descritivo,
observacional, conforme descrito por Pereira (2000).
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[l. RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Pesquisa de Salmonella spp.

Das 140 amostras analisadas de ovos inspecionados comercializados na
regido do Distrito Federal, tanto casca como gema e clara analisadas nesse
trabalho, ndo foi detectada a presenca de Salmonella spp., resultado este,
tendo como referéncia a Resolucdo N° 12, de 2001 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria que estabelece os padrdes microbiolégicos sanitarios para
alimentos, indica que as amostras estdo dentro dos padrdes microbioldgicos e

préprios para consumo humano (Brasil, 2001).

Resultados semelhantes, no que se refere a pesquisa deste
microrganismo, foram observados por Stringhini et al. (2009) na casca de ovos
lavados e nado lavados de granjas de producdo comercial da regido

metropolitana de Goiania-GO.

Klein (2010), ao avaliar a qualidade microbiolégica de ovos provenientes
das trés principais distribuidoras do Estado de Minas Gerais, também néao foi

detectada a presenca de Salmonella spp.

No entanto, os resultados observados neste trabalho foram diferentes dos
obtidos por Singh et al. (2010) na india realizou a pesquisa de Samonella spp
em 150 ovos recolhidos de supermercados, os quais 4% das amostras
apresentaram a presenca de Salmonella spp.na casca e na gema. Segundo os
autores, a incidéncia de contaminacéo por Salmonella spp na casca ovos pode
ser proveniente do inadequado manuseio, armazenamento e transporte do
alimento, enquanto a contaminagédo na gema do ovo aponta para uma infeccéo
na galinha, ou seja, de origem congénita. A presenca de Salmonella spp.
também foi encontrada em 59,0% das 36 amostras de ovos ndo lavados no
estudo conduzido por Costa et al. (2016) provenientes de supermercados

localizados no municipio de Parintins-AM.
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Os resultados de auséncia de Salmonella spp. encontrados neste trabalho
podem ser explicados pelo controle realizado pelo Programa de Reducéo de
Patogenos, com o Monitoramento Microbiolégico, Controle de Salmonella spp.
em carcacas de frangos e perus, presente na Instrucdo Normativa n. 70,
implantado no Brasil em 2003, pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (Brasil, 2003b), que pode estar sendo efetivo na reducéo deste

patdégeno.

No entanto, mais pesquisas devem ser realizadas, com um namero maior
de amostras nesta regido, tendo em vista o trabalho realizado por Oliveira et al.
(2011) na regiao do Distrito Federal, em que os autores observaram a presenca

de Salmonella em 03 amostras de ovos de um total de 09 amostras.

Apesar do reduzido numero de amostras, os resultados ndo podem ser
desconsiderados por verificarem a presenga do microrganismo na regido. A
auséncia de Salmonella spp. observada neste estudo ndo permite afirmar que
ndo exista a presenca desse microrganismo em ovos inspecionados

comercializados na regido do Distrito Federal.

2 Caracterizagao microbiologica da gema e clara de ovos

Na caracterizacdo microbiolégica da gema e da clara, das 140 amostras de
ovos, foram encontrados a presenca de 42 microrganismos em 38 amostras de
ovos, sendo encontrados mais de um tipo de microrganismo nas mesmas
amostras de ovos, na qual a porcentagem de contaminacdo com
microrganismos foi de 27,1% do total de amostras analisadas. A lista dos
microrganismos isolados e identificados encontra-se descritas na Tabela 1.
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Tabela 1. Microrganismos isolados em 38 ovos de um total de 140 amostras
analisadas comercializadas na regido do Distrito Federal

Numero de microrganismos % em 140

Microrganismos isolados em 38 ovos de um amostras de
total de 140 amostras de ovos 0VvO0S
analisadas analisadas

Acinetobacterspp. 1/ 140 0,71

Corynebacterium spp. 1/ 140 0,71

Enterobacter spp. 4/140 2,8

Escherichia coli 4/140 2,8

Hafnia spp. 3/140 2,14

Proteusmirabilis 1/140 0,71

Providéncia spp. 1/140 0,71

Pseudomonasalcaligenes 2/140 1,42

Staphylococccus spp. 24/140 17,1

Yersinia spp. 1/140 0,71

Total de microrganismos 42/140 30,0

Segundo Menezes (2013), o perfil microbiologico caracterizado comp&e um
grupo importante de bactérias, pois inclui a maioria das bactérias
contaminantes de alimentos, tanto as deteriorantes que causam alteragcdes
organolépticas do produto, como as patogénicas que podem causar danos a

salde do homem.

A presenca do género Escherichia coli nos resultados da caracterizacéo
microbiolégica em ovos neste estudo estdo entre os géneros bacterianos
comumente envolvidos na deterioracdo desse alimento, segundo Aragon-
Alegro et al. (2005) sugerindo a ocorréncia de uma contaminacdo de origem
fecal. As demais bactérias gram negativas isoladas pertencentes ao grupo de
coliformes totais, além de serem encontradas nas fezes, também estédo
presentes no solo e na agua. Considerando que a legislacdo brasileira (Brasil,
2001) nado estabelece padroes especificos para a presenca destes
microrganismos, o presente estudo é relevante por indicar condi¢des higiénicas

insatisfatorias.

No presente estudo, observou-se a presenca de 04 amostras positivas com
a presenca dos microrganismos Enterobacter spp. e 01 Proteus mirabilis,

similar aos encontrados por Ge et al. (2016) no isolamento, identificacdo e
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caracterizacdo de patogenos isolados de alimentos de conteudo interno do ovo
na China, no qual relataram que a presenca dos microrganismos Enterobacter
spp e Proteus mirabilis sdo comumente encontrados no trato intestinal das

aves.

Das 38 amostras de ovos positivas observou-se a presenca 24 amostras
com o microrganismo Staphylococcus spp. todos negativos para o teste da
coagulase, totalizando57,14% dos 42 isolados e 24/140 (17,1%) nas 140
amostras de ovos. Estes resultados foram superiores aos encontrados por
Klein e colaboradores em 2010, que verificou a presenca de Staphylococcus
coagulase negativa em 11,8% nas 144 amostras de ovos comercializados no
estado de Minas Gerais. Os 24 microrganismos Staphylococcus spp. isolados
neste trabalho foram identificados quanto a espécie e foram: 1/24
Staphylococcus capitis, 1/24 Staphylococcus carnosus, 1/24 Staphylococcus
chromogenes, 1/24 Staphylococcus schleiferi, 2/24 Staphylococcus Kloosii,
2/24 Staphylococcus pulvereri, 2/24 Staphylococcus saccharolyticus, 2/24
Staphylococcus  cohnii, 3/24  Staphylococcus  saprophyticus, 4/24
Staphylococcus epidermidis e 5/25 Staphylococcus galinarium.

O microrganismo Staphylococus saprophyticus, segundo Widerstrom et al.
(2012), € um patdgeno perigoso para pessoas imunocomprometidas. Sua
viruléncia foi comparada a do Staphylococcus aureus no estudo identificacéo e
caracterizacdo de patdgenos transmitidos por alimentos de contetdo interno do
ovo na China, realizado por Ge et al. (2016). Entretanto, estudos feitos por
Andrade et al. (2004) ndo encontraram a presenca deste microrganismo na
avaliacdo microbiolégica de ovos de galinhas comercializados em Goiania-Go.
No Brasil, apesar da legislacdo vigente ndo apresentar parametros para a
presenca desta bactéria em ovos, os resultados encontrados com a presenca
de Staphylococcus coagulase negativa devem ser consideradas, pois segundo
Freitas et al. (2009), existe a possibilidade desse microrganismo produzir
toxinas responsaveis por causar intoxicagédo alimentar e a sua incidéncia pode
indicar falhas nas condi¢cdes de manejo, durante a criacédo, e ainda,a falha nos

cuidados higiénicos na sua manipulagéo.
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3. Teste de susceptibilidade antimicrobiana e Deteccdo de genes de
resisténcia antimicrobiana por PCR

Com relagdo ao teste de susceptibilidade antimicrobiana, todas as 42
bactérias isoladas de ovos inspecionados comercializados na regido do Distrito
Federal foram submetidas a pelo menos um teste e os resultados estdo

dispostos na Tabela 2.
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Foram observados 14/42 (33,3%) dos microrganismos isolados
resistentes a Tetraciclina e Vancomicina, sendo importante ressaltar que o uso
do antimicrobiano Tetraciclina na alimentacdo de frangos esta proibido no
Brasil desde 2009, segundo a Instrucdo Normativa n° 26 no Regulamento
Técnico para a Fabricacdo, o Controle de Qualidade, a Comercializacdo e o
Emprego de Produtos Antimicrobianos de Uso Veterinario (Brasil, 2009). Foi
observado em 12/42 (28,5%) dos isolados resisténcia a Amoxicilina,
Eritromicina e Sulfonamindas, 11/42 (26,1%) dos isolados foram resistentes a
Ampicilina, 10/42 (23,8%) dos isolados resistentes a Cefazolina, 9/42 (21,4%)
dos isolados resistentes a Cefalotina, 6/42 (14,2%) dos isolados resistentes a
Enrofloxacina e Estreptomicina, 5/42 (11,9%) dos isolados resistentes a
Cefalexina e Ceftazidima, 3/42 (7,1%) dos isolados resistentes a Doxiciclina,
somente 1/42 (2,3%) dos isolados apresentaram resisténcia a Ciprofloxacina e
Neomicina e nenhum dos microrganismo foram resistentes ao Clorafenicol e

Gentamicina.

Os 04 microrganismos Escherichia coli isolados foi resistente a seis tipos
de antibitticos: Amoxicilina, Ampicilina, Cefalotina, Cefazolina, Eritromicina e
Vancomicina, resultados semelhantes aos encontrados por Musgrove et al.
(2006) em que o microrganismo Escherichia coli também foi resistente ao
antibittico Cefalotina, no estudo de resisténcia antimicrobiana em Salmonella e

Escherichia coli isolados da casca de ovos comerciais nos Estados Unidos.

O microrganismo Pseudomonas spp. foi resistente a oito tipos de
antibiéticos e a Hafnia spp. foi resistente a onze diferentes farmacos. Os
resultados obtidos no presente estudo, nos quais 0s microrganismos isolados
de ovos inspecionados comercializados na regido do Distrito Federal foram
resistentes a multiplos antimicrobianos, vai ao encontro as revisées de Titze e
Palermo-Neto, 2005; e aos estudos de Dallal, 2010; Alvarez-Fernandez et al.,
2012, no qual relataram que Enterobactérias patogénicas sao frequentemente
encontradas em materiais e produtos avicolas, sendo veiculados por alimentos

e relatadas em episodios de multiplas resisténcia a diversos antimicrobianos.

Tendo em vista a ampla resisténcia a antimicrobianos observados no

presente trabalho, o teste de antibiograma foi importante para a identificacdo
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do agente antimicrobiano e sugere que maiores estudos sejam realizados para

se detectar a origem das resisténcias verificadas.

Com relacdo aos resultados da deteccdao dos genes de resisténcia
antimicrobiana, nenhum dos 42 microrganismos isolados dos ovos
inspecionados comercializados na regidao do Distrito Federal apresentou genes
de resisténcia para Sulfonamidas (sull); para Beta-lactamicos (SHV); para

Clorafenicol (catl); aac(3)-I para Aminoglicosideos e tet(M) para Tetraciclina.

Os resultados obtidos por Mezhoud et al. (2016) foram diferentes aos
encontrados neste trabalho, pois estes autores encontraram a presenca do
gene SHV para Beta-lactamicos no microrganismo Enterobacter cloacae em
estudo de presenca de resisténcia antimicrobiana em bactérias coliformes da
incubacdo de ovos de frango com énfase em bactérias produtoras de
ESBL/Amp C em amostras coletadas na Bélgica, Paises Baixos e Franca. No
Brasil, ndo ha trabalhos de deteccdo de genes de resisténcia antimicrobiana
em bactérias isoladas neste tipo de alimento, sendo este um dos primeiros. No
entanto, a ndo deteccdo dos genes verificados neste estudo, também néo
permitem afirmar que ndo h& presenca destes genes. Maiores estudos devem
ser conduzidos com outros genes de resisténcia para a verificacdo da
circulacdo em bactérias presentes neste alimento, que inclusive possam induzir

resisténcia cruzadas.

Na deteccdo do gene da integrase Intll apenas os microrganismos Hafnia
alvei, Staphylococcus scheifer e Pseudomonas alcaligenes foram positivos
para o gene Intll, em que os fragmentos de 280bp foram visualizados (Figura
1).
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Fig.1. PCR para deteccdo do gene da Integrase Intl1. 1) Marcador DNA ladder100bp;
2) reacdo negativa para oprimer Intll; 3,4,5) reacdo positiva para o prime Intll
(280pb). Visualizagdo em gel de agarose a 1,5% com concentragéo de 1% de brometo
de etidio.

Dos microrganismos gque foram observados com a presenca do gene Intl1, o
microrganismo Hafnia alvei também apresentou no teste de susceptibilidade
antimicrobiana resisténcia a Vancomicina, Sulfonamidas, Ampicilina e
Tetraciclina. O microrganismo Staphylococcus schleifer apresentou no teste de
susceptibilidade antimicrobiana resisténcia a Sulfonamidas e o microrganismo
Pseudomonas spp resisténcia a Vancomicina, Cefalotina, Ampicilina,
Cefalexina, Cefazolina, Eritromicina, Enrofloxacina e Amoxicilina. A presenca
do gene da integrase pode estar contribuindo para as resisténcias observadas.
No entanto, deve-se realizar 0o sequenciamento para a verificagdo de genes

gue possam estar ocasionando o fenoétipo de resisténcia.

Di Conza e Gutking (2010) concluiram que a presenca do gene da

7

integrasse Intll € um potencial indicativo de microrganismos capazes de
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recrutar resisténcia a antibidticos, no qual o gene Intl1 é conhecido por ser uma
parte essencial de todos os integrons que estdo envolvidos na aquisicao de
resisténcia a antibiéticos. (CAMBRAY et al. 2010). Em relagdo aos resultados
obtidos neste trabalho, maiores estudos devem ser conduzidos para se verificar

a origem das resisténcias observadas.
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IV. CONCLUSOES

N&o foi detectada a presenca de Salmonella spp. nas amostras analisadas,
no entanto, 0 monitoramento deve ser continuo levando-se em consideracao o
tamanho da amostra e a importancia do microrganismo em Saude Publica. Os
resultados de caracterizacdo microbiolégica encontrados neste trabalho
permitem concluir que ha presenca de varios microrganismos na clara e na
gema de ovos inspecionados comercializados na regido do Distrito Federal, os
quais apresentam variada resisténcia antimicrobiana, apesar de nao terem sido
detectados os genes de resisténcia propostos, com excecdo do gene da
integrasse 1, que pode estar contribuindo para a resisténcia fenotipica
observada neste estudo. Mais estudos devem ser conduzidos para se verificar
a real presenca do microrganismo Salmonella spp., bem como para investigar

0S mecanismos das resisténcias observadas.
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