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RESUMO

Os objetivos desse trabalho foram verificar a presenga de Salmonella spp. e promover
a caracterizacdo microbiolégica em piso de caixas de transporte de frangos de corte
da regido do Distrito Federal e Entorno, ainda analisar o perfil de resisténcia
antimicrobiana por meio do teste de antibiograma nos microrganismos isolados e
identificados. 62 amostras de swabs de piso das caixas de transporte de frangos das
granjas para os abatedouros foi analisado, coletadas ao longo de 4 visitas em 2
abatedouros frigorificos da regido. A pesquisa de Salmonella spp. e a caracterizacao
microbiolégica foram realizadas segundo metodologia descrita por Baron et al. (1994)
e Koneman et al. (2001); o teste de susceptibilidade antimicrobiana nos
microrganismos isolados foi executado por meio da técnica de disco-difusédo de Kirby-
Bauer (Bauer et al.,, 1966) em agar Mueller-Hinton, conforme recomendacdes do
“Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI, 2016) com 19 bases quimicas
distintas. Nas 62 amostras de swabs de piso de caixas de transporte, ndo foram
encontradas Salmonella spp. Na caracterizacdo microbiolégica das 62 amostras de
swabs, foi encontrado um total de 160 cepas bacterianas, sendo 65/160 de
Escherichia coli (40,62%), 48/160 de Staphylococcus Coagulase Negativo (30%),
18/160 de Streptococcus sp. (11,25%), 6/160 de Proteus mirabilis (3,75%), 4/160 de
Morganella morganii (2,50%), 3/160 de Hafnia alvei (1,87%), 2/160 de Bacillus sp.
(1,25%), 2/160 de Citrobacter farmeri (1,25%), 1/160 de Shigella sonnei (0,62%),
1/160 de Citrobacter koseri (0,62%), 1/160 de Micrococcus sp. (0,62%), 1/160 de
Shigella fleneri (0,62%), 1/160 de Providencia stuartii (0,62%), 1/160 de Shigella
Grupos A, B, C (0,62%), 1/160 de Yersinia pseudotuberculosis (0,62%), 1/160 de
Escherichia fergusonii (0,62%), 1/160 de Citrobacter diversus (0,62%), 1/160 de
Citrobacter sedlaki (0,62%), 1/160 de Shigella dysenteriae (0,62%), 1/160 de
Enterobacter agglomerans (0,62%). Todos o0s microrganismos isolados nessa
pesquisa mostraram um fendtipo de resisténcia multipla a antimicrobianos, sendo a
Escherichia coli a Unica a apresentar resisténcia a todas as 19 bases quimicas

testadas.

Palavras-Chave: Salmonella spp., caixas de transporte, abatedouro frigorifico de

frango, resisténcia antimicrobiana



ABSTRACT

The objectives of this study were to verify the presence of Salmonella spp. and to
promote the microbiological characterization in the floor of transport crates of broilers
of the Federal District and Entorno, to analyze the profile of antimicrobial resistance by
means of the antibiogram test in the microorganisms isolated and identified. 62
samples of transport crates floor swabs from the farms to the slaughterhouses were
analyzed, collected during 4 visits to 2 slaughterhouses in the region. The Salmonella
spp. Research and microbiological characterization were performed according to a
methodology described by Baron et al. (1994) and Koneman et al. (2001); the
antimicrobial susceptibility test in the isolated microorganisms was performed using
the Kirby-Bauer disk-diffusion technique (Bauer et al., 1966) on Mueller-Hinton agar,
according to the recommendations of the Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2016 ) with 19 different chemical bases. In the 62 samples of transport crates
floor swabs, Salmonella spp. were not found. In the microbiological characterization of
the 62 swab samples, a total of 160 bacterial strains was found, 65/160 of Escherichia
coli (40,62%), 48/160 of Staphylococcus coagulase-negative (30%), 18/160 of
Streptococcus sp. (11,25%), 6/160 of Proteus mirabilis (3,75%), 4/160 of Morganella
morganii (2,50%), 3/160 of Hafnia alvei (1,87%), 2/160 of Bacillus sp. (1,25%), 2/160
of Citrobacter farmeri (1,25%), 1/160 of Shigella sonnei (0,62%), 1/160 of Citrobacter
koseri (0,62%), 1/160 of Micrococcus sp. (0,62%), 1/160 of Shigella fleneri (0,62%),
1/160 of Providencia stuartii (0,62%), 1/160 of Shigella Grupos A, B, C (0,62%), 1/160
of Yersinia pseudotuberculosis (0,62%), 1/160 of Escherichia fergusonii (0,62%),
1/160 of Citrobacter diversus (0,62%), 1/160 of Citrobacter sedlaki (0,62%), 1/160 of
Shigella dysenteriae (0,62%), 1/160 of Enterobacter agglomerans (0,62%). All the
microorganisms isolated in this study showed a phenotype of multiple antimicrobial
resistance, with Escherichia coli being the only one to present resistance to all 19

chemical bases tested.

Key words: Salmonella spp., transport crates, poultry slaughterhouse, antimicrobial

resistance.
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CAPITULO |

l. INTRODUCAO

A avicultura no Brasil € uma importante atividade econémica, uma vez que,
conforme dados da Associacdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA), o Brasil € o
segundo maior produtor mundial de frango e o lider global em exportacdo. Do total
produzido, 66% € consumido internamente e 34% destina-se a mais de 150 paises
(ABPA, 2017). Para garantir a manutencdo do mercado consumidor da carne de
frango brasileira, deve-se garantir o fornecimento de produtos com padrdo de
qualidade estavel, o atendimento das exigéncias quanto a matéria prima e seus
produtos e a seguranca do consumidor (Oliveira et al., 2012). Outro ponto relevante &
gue a carne de frango é um produto fundamental na dieta de muitos povos, o que

reflete em um consumo cada vez maior pela populacdo mundial (Souza et al., 2014).

A carne de frango e outros produtos de origem animal (POA’s) podem ser
veiculos de transmissdo de microrganismos patogénicos, os causadores de doencas
transmitidas por alimentos (DTA’s) (Souza et al., 2014). Segundo Welker et al. (2010),
0s produtos carneos sao os alimentos mais frequentemente incriminados em surtos
(36%), sendo a carne de frango a segunda principal fonte (30%). Hoffmann et al.
(2017) estimam que os produtos do frango s&do responsaveis por 20% das
salmoneloses e por mais de 40% das campilobacterioses, ambas de origem alimentar.
Por isso, hd uma grande preocupac¢éo no abate de frangos relacionada a obtencéo de
carnes com o0 menor nivel de contaminagdo possivel em todas as etapas do

processamento desses animais (Gongalves et al., 1998).

Conforme Souza et al. (2014), € possivel a ocorréncia de contaminacdo do

proprio ambiente do abatedouro frigorifico, dos trabalhadores que manipulam os
1



produtos e também da contaminacdo cruzada de aves contaminadas. Muitas
pesquisas recentemente tém demonstrado o papel das diferentes etapas do abate
tecnolégico de frangos como fonte de microrganismos patogénicos e/ou de
contaminantes, evidenciando a maior taxa de contaminacao nas primeiras etapas de
operacbes de um abatedouro (Buhr et al., 2000; Svobodova et al. 2012; Pacheco,
2013). Corry et al. (2002), Slader et al. (2002) e Olsen et al. (2003) mostraram que as
caixas de transporte de frangos foram encontradas contaminadas com Salmonella
apos limpeza e desinfeccdo ou na chegada a granja, apesar de terem sido
higienizadas na indastria. Pesquisa realizada por Rasschaert et al. (2008) mostrou
que, quando lotes de frangos negativos para Salmonella foram abatidos, as carcacas
estavam, em alguns casos, contaminadas com esse microrganismo, 0 que indica
possivel contaminacdo cruzada dos equipamentos de abate ou das caixas de
transporte. Sorotipos de Salmonella encontrados em caixas de transporte ja foram
encontrados em carcacas, como no estudo realizado por Heyndrickx et al (2007) na

Bélgica que evidenciou essa transferéncia.

O amplo uso de agentes antimicrobianos em animais produtores de alimentos
esta associado com o aumento da resisténcia antimicrobiana em patégenos de origem
alimentar, o que subsequentemente pode ser transferido para os humanos (Anderson
et al. (2003). Isto tem sido uma grande preocupacdao na comunidade médica e
cientifica de todo o mundo, uma vez que a capacidade da indUstria em produzir novas

drogas nédo acompanha esse ritmo (Freitas, et al. 2004).

Trabalhos no mundo e no Brasil foram realizados com o objetivo de pesquisar
microrganismos patogénicos contaminando a planta industrial como Salmonella e
Campylobacter (Olsen et al., 2003; Hansson et al., 2005; Heyndrickx et al., 2007;

Rasschaert et al., 2008; Chotinun et al., 2014; Cisco, 2015; Ribeiro, 2017), inclusive



agueles que avaliaram o papel das caixas de transporte como possivel fonte de
contaminacdo desses microrganismos ((Slader et al., 2002; Olsen et al., 2003;
Ellerbroek et al., 2010; Patriarchi et al., 2011). Porém ha poucos relatos sobre os
diferentes microrganismos presentes nas caixas de transporte, que podem servir de
contaminacao para as aves vivas e futuras carcacas processadas, e escassos estudos
sobre o perfil de resisténcia antimicrobiana deles. Portanto, os objetivos desse estudo
foram verificar a presenca de Salmonella spp., realizar a caracterizagdo microbiologica
de piso de caixas de transporte de frangos de corte da regido do Distrito Federal e
Entorno e efetuar o teste de susceptibilidade a antimicrobianos dos microrganismos

isolados e identificados.



I REFERENCIAL TEORICO

Salmonella spp.: caracteristicas gerais

As bactérias do género Salmonella pertencem a familia Enterobacteriaceae,
apresentam-se com formato de pequenos bastonetes Gram negativos, possuindo
aproximadamente 2 ym de comprimento e 0,5 um de didmetro, ndo sdo formadoras
de esporos e apresentam flagelos peritriquios que conferem motilidade, com excec¢ao
de S. Pullorum e S. Gallinarum (Forsythe, 2013). Esses microrganismos s&o
anaerobios facultativos, podendo crescer bem em ambientes aerdébios e anaerobios,
apresentam temperatura de crescimento variando entre 5°C e 47 °C e faixa de pH
entre 4,5 e 9,0, porém a faixa de temperatura ideal para crescimento é 35 °C a 37 °C

(mesofilos) e de pH entre 6,5 e 7,5 (Franco e Landgraf, 2003).

Quanto as caracteristicas bioquimicas, grande parte dos sorotipos produz gas a
partir da fermentacao da glicose e produz acido sulfidrico (H2S) a partir da reducao do
enxofre em agar triplice acucar ferro (TSI) Koneman et al. (2001). Sdo, em sua
maioria, catalase e vermelho de metila positivos, capazes de reduzir nitratos a nitrito,
de descarboxilar aminoacidos como a lisina e a ornitina, produtores de gas a partir da
glicose (com excecdo de S. Typhi) e conseguem utilizar o citrato como Unica fonte de
carbono (Franco e Landgraf, 2003). Além disso, as salmonelas sédo oxidase negativas,
nao produzem urease, indol e fenilalanina e ndo fermentam sacarose e lactose

(CAMPOS, 2002).

A classificacdo e nomenclatura desses microrganismos ja variaram bastante ao
longo do tempo. Atualmente, € usada a classificagdo baseada em estudos
moleculares, separando o género em duas espécies, que sao S. enterica e S. bongori

(Bergey’s manual, 2012). Ainda h&a uma subdivisdo em subespécies, que ocorre na S.
4



entérica, porém, rotineiramente, utiliza-se uma divisdo em sorotipos, proposta no
esquema de Kaufmann & White, 2001. O referido esquema separa as salmonelas
baseado na composicdo antigénica da superficie celular, onde sdo encontrados 0s
antigenos somatico (O), flagelar (H) e capsular (Vi) (Trabulsi, 2005; Bergey’s manual,

2012).

Doencas em humanos associadas a Salmonella spp.

Salmonelose € uma gastroenterite causada pela bactéria Salmonella,
caracterizada por diarreia, febre e dor abdominal ocorrendo em 12 a 72 horas apos
infeccdo (CDC). Na maioria dos casos, em individuos saudaveis, essa infeccdo tem
um curso auto limitante de 4 a 7 dias. Porém, em hospedeiros susceptiveis, certas
cepas nao-tifoides de Salmonella podem se disseminar sistemicamente para outros
locais no corpo. Embora isto seja mais comum em pessoas com sistema imunologico
comprometido ou com condi¢cbes médicas subjacentes, a disseminacédo sistémica de
cepas nao-tifoides de Salmonella também pode ser observada em pessoas saudaveis

(Dekker e Frank, 2015).

A febre tifoide, causada apenas por um sorotipo, S. Typhi, é caracterizada por
febre prolongada, cefaleia, mialgia, artralgia, anorexia, alteragdes do funcionamento
intestinal (constipacdo ou diarreia), mal-estar geral e hepato/esplenomegalia (Souza
et al., 2010). Caso essa doenca nédo seja tratada, pode evoluir por semanas ou até

meses, resultando em complicacdes que podem levar ao ébito (Chanh et al., 2004).

Os sorotipos S. Typhimurium e S. Paratyphi podem causar a enterocolite ou
febre entérica em humanos, devido a capacidade de invadir a mucosa intestinal e

alcancar a circulacdo sanguinea (Black, 2002). Os sintomas comecam a ser



manifestados apos um periodo de incubacéo de 1 a 10 dias, predominando a febre e

calafrios, que podem perdurar por até 3 semanas (Black, 2002).

As salmonelas infectam o ser humano e praticamente todos os animais, sejam
domésticos ou selvagens e sdo predominantes em animais de produgdo como aves,
suinos e bovinos, e também em pets, incluindo caes e gatos, aves, répteis e insetos
(Pelczar, 1996). Por isso, a infeccdo por Salmonella em humanos é geralmente
oriunda do consumo de &gua e alimentos contaminados de origem animal,

principalmente ovos, carnes, aves e leite (Trabulsi, 2005).

Salmonella spp. no processo de abate de aves e a importancia das caixas de

transporte como fonte de contaminacéao

O consumo da carne de frango contribui significativamente para a transmissao
de Salmonella spp. para humanos (Heyndrickx et al., 2007). Kimura et al. (2004)
demonstraram que o consumo de frango fora de casa é um fator de risco para
infeccbes esporadicas por S. Enteritidis nos Estados Unidos. A salmonela pode ter
origem em diferentes pontos da cadeia produtiva do frango como incubatério, fabrica
de racdes, granjas e abatedouro, disseminando-se amplamente por esses setores e
persistindo nos ambientes, haja vista sua capacidade de transmissdo vertical e
horizontal (Cardoso e Tessari, 2008). No caso das aves, a Salmonella spp. pode estar
presente na cloaca, trato digestorio, ou aderida a pele, penas e pés das aves, 0 que é
um agravante para a inddstria avicola, ja que esse microrganismo pode ser transferido
para as carcagas ao longo do processamento industrial e representar um risco a saude

publica (Rezende et al., 2005).

O transporte de frangos da granja para o abatedouro frigorifico € um momento

de muito estresse para 0s animais, devido a conducao do motorista do caminh&o, que
6



muitas vezes nao € adequada ao transporte de carga viva e a superlotacao das caixas
de transporte, o que resulta no aumento das taxas de excrecao de Salmonella spp.
por lotes infectados (Mulder, 1995). O jejum pré-abate, preconizado pelo Regulamento
da Inspecao Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA), tem
como intuito reduzir o conteudo gastrointestinal, a fim de minimizar a possibilidade de
contaminacdo fecal de carcacas durante o abate, principalmente na evisceracéo
devido a ruptura de alcas intestinais (Baido et al., 1992). Contudo, ainda que esse
periodo de jejum seja respeitado, € inevitavel a contaminagao das caixas de transporte
com material fecal, penas e outros detritos que podem ser transportados até a

industria (Berrang e Northcutt, 2006; Allen et al., 2008; Cisco, 2015; Dianin, 2016).

Procedimentos rotineiros de limpeza séo realizados na etapa de lavagem e
desinfeccdo das caixas de transporte posteriormente a pendura das aves na norea e
previamente ao seu carregamento em caminhdes, a fim de que retornem as granjas
livres dos principais microrganismos patogénicos. Essa etapa envolve a lavagem com
agua, imersao em detergente por um periodo de minutos, lavagem com agua em alta
pressao, tratamento com solucdo desinfetante e lavagem final com agua (Olsen et al.,

2003).

A auséncia da etapa de lavagem e desinfeccdo das caixas de transporte ou a
ineficiéncia nessas operagfes pode promover a permanéncia de microrganismos
patogénicos e a contaminagdo cruzada de lotes subsequentes durante o
carregamento e transporte (Corry et al., 2002; Slader et al., 2002; Olsen et al., 2003;
Rasschaert et al., 2007; Ellerbroek et al., 2010; Patriarchi et al., 2011). Rigby et al.
(1982) avaliaram caixas de transporte de plastico antes do carregamento em dois
ensaios experimentais no Canada, encontrando 98 caixas de um total de 99 positivas

para Salmonella em um dos ensaios, enquanto 46 caixas de um total de 52 foram



positivas no outro ensaio. Heyndrickx et al. (2007) concluiram em sua investigacao
sobre a transmisséo de Salmonella do incubatorio ao abatedouro a existéncia de pelo
menos trés possiveis fontes de Salmonella spp. em carcacas de frango na Bélgica: o
animal vivo oriundo da granja, as caixas utilizadas no transporte e o abatedouro

propriamente dito.

Apesar das pesquisas demonstrarem a reducéo significativa da contaminacao
microbiana das carcagas ao longo das etapas de abate, a microbiota das aves vivas
impacta diretamente a carga microbiana do produto final (Berrang e Northcutt, 2006).
Diversos estudos demonstram a presenca dos mesmos sorovares de Salmonella spp.
tanto nas caixas de transporte de frangos quanto nas carcagas ap0s 0 processamento
(Shackelford, 1988; Bailey et al., 2001; Roy et al., 2002;). Por conseguinte, € de
extrema relevancia que a industria avicola direcione atencdo e esforcos para uma
etapa de higienizacao de caixas de transporte bastante eficiente, o que contribuira na
reducdo da contaminacao microbiana durante o processamento (Berrang e Northcutt,

2006).

Legislacdo para o controle de Salmonella spp. no abatedouro frigorifico de

frangos de corte

Na década de 90, foram estabelecidos o Regulamento técnico sobre as
condicdes higiénico-sanitarias e de boas praticas de fabricacdo para estabelecimentos
elaboradores/industrializadores de alimentos (Brasil, 1997) e o Sistema de Analise de
Perigos e Pontos Criticos de Controle — APPCC (Brasil, 1998). Devido a necessidade
de atendimento a compromissos internacionais assumidos, as novas exigéncias

sanitarias e aos requisitos de qualidade ditados tanto pelo mercado interno quanto



pelo externo, o Brasil passou a adotar essas ferramentas de gestdo da seguranca de

alimentos (Brasil, 1998; Dianin, 2016).

Para o monitoramento especifico de Salmonella spp., primeiramente foi
implementada uma analise sistematica e continua de carcacas de frangos e perus in
natura para pesquisa da bactéria por meio da Instru¢cdo Normativa n° 70 (Brasil, 2003).
Esta normativa instituiu também o Programa de Reducéo de Patégenos, cuja principal
funcdo é construir um sistema de informacgdes para avaliacdo da contaminacdo dos
produtos examinados, viabilizando a determinacao do nivel adequado de protecéo ao
agente, o que permite a melhor eficiéncia das medidas de controle, como componente
importante da Andlise de Risco Microbiolégico (Brasil, 2003). Viu-se, posteriormente,
a necessidade de expandir esse monitoramento, reforcando o controle sobre a
Salmonella, o que foi materializado por meio da Instrugdo Normativa n° 20 (Brasil,
2016) que instituiu o controle e monitoramento nos estabelecimentos avicolas
comerciais de frangos e perus de corte, além do ja realizado em estabelecimentos de

abate de frangos, galinhas e perus de corte e reproducao.

A resisténcia antimicrobiana relacionada a avicultura

Agentes antimicrobianos tém sido utilizados em rebanhos e frangos desde a
década de 1950 para tratar infeccdes e melhorar o crescimento e conversao alimentar
(Anderson et al., 2003). No caso do uso como promotores de crescimento, a dose
fornecida é subterapéutica, uma vez que a quantidade é inferior aquela recomendada
para o tratamento de infecgbes (Young, 1994), o que favorece o surgimento ou
aumento da resisténcia antimicrobiana em microrganismos patogénicos e a

dificuldade de acao dessas drogas contra quadros infecciosos (Manie, 1997).



O uso de agentes antimicrobianos em animais produtores de alimentos, que
tém um analogo para uso humano, aumenta a probabilidade de que patdgenos, cujo
reservatorio seja animais de producéo, desenvolvam resisténcia cruzada as drogas
antimicrobianas usadas na medicina humana (Anderson et al., 2003). A OMS, apos
uma série de consultas nos anos de 1997, 1999 e 2000, recomendou que, a menos
gue uma avaliacdo baseada em riscos demonstra sua seguranca, deve ser banido o
uso de agentes antimicrobianos pertencentes a classes de drogas utilizadas em
pessoas para fins de promocéao do crescimento de animais de producao (WHO, 1997,

WHO, 1999; WHO, 2000).

Muitos paises europeus avancaram em relagcdo ao banimento das drogas
antimicrobianas como promotores de crescimento (Anderson et al., 2003). A Uni&o
Européia proibiu em 1998 a utilizacdo das bases tilosina, espiramicina, bacitracina e
virginiamicina como promotores de crescimento, devido a sua semelhanca estrutural
com agentes usados na medicina humana (European Commission, 1998). Também
no ano de 1998, produtores de gado de corte e criadores de frangos da Dinamarca
pararam voluntariamente de usar antibidticos como promotores de crescimento
(DANMAP, 2000). Ja a Suécia proibiu 0 uso de agentes antimicrobianos para fins de

promocao do crescimento no ano de 1986 (Wierup, 1998).

No Brasil, o cloranfenicol foi proibido para uso veterinario e para emprego na
alimentagcdo de todos os animais e insetos no ano de 2003 (Brasil, 2003). Os
anfenicais, tetraciclinas, beta lactamicos, quinolonas e sulfonamidas sistémicas foram
proibidos de serem utilizados como aditivos zootécnicos melhoradores de
desempenho em 2009 (Brasil, 2009). A droga eritromicina também teve seu uso na
alimentagcao animal como melhorador de desempenho proibido no ano de 2012 pelo

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (Brasil, 2012).
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Microrganismos comensais, que sao naturalmente da flora do hospedeiro,
constituem um enorme potencial reservatério de genes de resisténcia para bactérias
(Anderson et al., 2003). A prevaléncia de resisténcia a antibidticos nessas bactérias
de humanos e animais é considerada como um bom indicador da pressao seletiva do
uso de antibidticos e reflete o potencial para resisténcia em futuras infecgcdes (Hummel
et al., 1986; Murray, 1992). Muitas bactérias resistentes apresentam elementos
genéticos moveis como plasmideos e transposons (Anderson et al., 2003). Como o
reservatorio de bactérias comensais resistentes aumenta, o reservatoério do plasmideo
torna-se também maior, 0 que permite a transferéncia mais frequente de resisténcia a
bactérias patogénicas, incluindo Salmonella e Shigella (Anderson et al., 2003). O
isolado predominante da flora fecal aerébia em humanos e na maioria dos animais, a
Escherichia coli, demonstrou sua capacidade de transferir genes de resisténcia a
outras espécies, incluindo bactérias patogénicas (Hummel, et al., 1986; Tauxe et al.,

1989; Nikolich et al., 1994).
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[l. OBJETIVOS

Objetivos gerais

Realizar a pesquisa de Salmonella spp. em piso de caixas de transporte de
frangos de corte da regido do Distrito Federal e Entorno, bem como a caracterizacao
microbiolégica das caixas de transporte e analisar o perfil de resisténcia

antimicrobiana dos microrganismos isolados e identificados.

Objetivos especificos

e Pesquisa de Salmonella spp. e caracterizacdo microbiolégica em amostras de
swabs de piso de caixas de transporte de frangos de corte;
¢ Realizacdo do teste de susceptibilidade antimicrobiana nas cepas bacterianas

isoladas e identificadas.
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CAPITULO I

l. INTRODUCAO

O Brasil ocupa a posicdo atual de segundo maior exportador de produtos
agricolas e agroalimentares do mundo, atras apenas dos Estados Unidos da América
(FAO, 2015). Neste contexto, a pecuaria nacional desempenha importante papel, uma
vez que 0 pais se posiciona como maior exportador de carne de frango e terceiro
maior de carne bovina, além de ocupar a quarta posicdo no ranking mundial de

exportacao de carne suina (BRASIL, 2017).

Segundo dados da Associacdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA), o pais
produziu, em 2016, 12.900 mil toneladas de carne de frango, determinando o segundo
lugar como produtor mundial e exportou 4.383.898 toneladas desse produto, o que 0
consagrou como lider global. Do total produzido, 66% é consumido internamente e

34% destina-se a mais de 150 paises (ABPA, 2017).

Contudo, o consumo de POA’s pode representar grande risco a saude publica,
pois estes podem ser importantes fontes de patdgenos causadores de DTA’s (Rossi
etal., 2014). Segundo Welker et al. (2010), os produtos carneos sdo os alimentos mais
frequentemente incriminados em surtos (36%), sendo a carne de frango a segunda
principal fonte (30%). Hoffmann et al. (2017) estimam que os produtos do frango sao
responsaveis por 20% das salmoneloses e por mais de 40% das campilobacterioses,

ambas de origem alimentar.

Diante do exposto, o Brasil tem de sempre direcionar esforcos quanto ao

fornecimento de produtos com padréo de qualidade estavel e seguro, tendo como
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objetivo a seguranca do consumidor e a manutencdo no mercado (Oliveira et al.,
2012). Por conseguinte, foi instituido o Sistema de Analise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle (APPCC) por meio da Portaria n° 46 de 1998 e o Programa
Nacional de Controle de Patdgenos (PNCP), cuja aplicacdo especifica na cadeia
produtiva de frangos ocorre por meio da Instrucdo Normativa n° 20 de 2016 que
estabelece o controle e monitoramento de Salmonella spp. em frangos, galinhas e

perus de corte e reproducéo.

No entanto, a alta velocidade de abate de aves e o grande niumero de animais
sendo processados dificultam esse controle e agravam a problemética da
contaminacdo bacteriana do produto final, ndo apenas devido a questdo da saude
publica, mas também a perecibilidade do alimento (Sales e Porto, 2007). Por
conseguinte, o estudo direcionado as diferentes fontes de contaminacao das carcacas
de frangos tem grande peso nesse cenario, uma vez que Souza et al. (2014), afirmam
ser possivel a ocorréncia de contaminacdo do proprio ambiente do abatedouro
frigorifico, dos trabalhadores que manipulam os produtos e também da contaminacédo

cruzada de aves contaminadas.

Pesquisas realizadas demonstraram a importancia da linha de processamento
industrial como fonte de contaminacg&o por microrganismos e/ou como a dispersora
deles, como demonstrado por Alonso et al. (2014), no qual foram detectadas cepas
idénticas de Escherichia coli Enteropatogénica nos animais vivos (cloacas) e
posteriormente ao longo das etapas de abate. A investigacdo conduzida por Corry et
al. (2002) sobre as fontes de Salmonelas das carcacas de frangos também evidenciou
a disperséao de tal bactéria durante o processamento industrial. Ellerbroek et al. (2010),
num estudo direcionado a contaminacéo cruzada por Campylobacter spp. durante o

abate de frangos na Alemanha, confirmaram que a entrada de um lote positivo resultou
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na contaminacao do ambiente do frigorifico. Alguns estudos ja demonstraram o papel
das caixas de transporte como fonte de contaminacdo de patdgenos para carcacas
em processamento, como nas pesquisas de Newell et al. (2001) e Heyndrickx et al.

(2007).

Outro ponto de grande preocupacao tanto para a saude publica como para a
saude animal € o surgimento de bactérias resistentes aos agentes antimicrobianos
(Freitas, et al. 2004; Moraes et al., 2014). O uso desses agentes em animais de
producgéo resulta no aparecimento e disseminacdo de microrganismos resistentes e
estes, por sua vez, passam pela cadeia produtiva até atingirem os consumidores,
resultando em infeccdes dificeis de tratar (Anderson et al., 2003). Uma variedade de
alimentos e fontes ambientais abrigam bactérias resistentes a uma ou mais drogas
antimicrobianas usadas em medicina humana e veterinaria e na producdo animal

(Rasheed et al., 2014).

Considerando-se a relevancia das pesquisas direcionadas as fontes de
contaminacgao bacteriana na linha de processamento industrial de frangos de corte, 0s
poucos estudos realizados no Brasil nas caixas de transporte de aves a industria e,
no que se refere a caracterizagdo microbioldgica, a inexisténcia de dados na regido
do Distrito Federal e Entorno, este trabalho teve por objetivo realizar a pesquisa de
Salmonella spp., bem como a caracterizacdo microbiolégica das caixas de transporte
e determinar o perfil de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos das bactérias
isoladas oriundas de abatedouros frigorificos localizados na regido do Distrito Federal

e Entorno.
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I MATERIAL E METODOS

1. Origem das amostras

As amostras de pisos de caixas de transporte de frangos de corte foram obtidas
de dois abatedouros frigorificos de frangos localizados na regido do Distrito Federal e
Entorno em quatro dias diferentes de coleta. Um total de 62 amostras de swabs de
piso das caixas de transporte de frangos das granjas para os abatedouros foi
analisado. Para a obtencdo dos mesmos, seguiu-se as técnicas preconizadas por
Brasil (1995) e Fuzihara et al. (2010), escolhendo-se de forma aleatéria as caixas a
serem amostradas posteriormente a etapa de pendura das aves e previamente a
etapa de lavagem e desinfeccdo. Em seguida, as amostras foram transportadas, sob
refrigeracdo, em caixas isotérmicas para o Laboratorio de Microbiologia de Alimentos
(LAMAL), da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria da Universidade de

Brasilia e analisadas.

A analise estatistica empregada neste estudo foi a de um estudo observacional,

com a verificagdo da ocorréncia, conforme descrito por Pereira (2016).

2. Metodologia de isolamento microbioldgico

A metodologia utilizada nesse estudo para pesquisa de Salmonella e para
caracterizacdo microbiologica foi a descrita por Baron et al. (1994) e Koneman et al.
(2001). As amostras dos swabs foram identificadas e plaqueadas individualmente em
agar base para agar sangue (Acumedia®) contendo 7% de sangue desfibrinado de

carneiro, e estas foram incubadas em estufa bacteriol6gica (Quimis®) a 37°C por 24
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horas. Em seguida, as coldnias distintas e isoladas foram plaqueadas separadamente

em agar nutriente (Acumedia®) para a identificacdo bioquimica.

Para tal fim, foram utilizados os seguintes meios de cultivo e testes bioquimicos,
segundo metodologia preconizada por Oliveira (2000) e Koneman et al. (2001):
andlise pelo método de GRAM, teste de KOH a 3%, provas da catalase e oxidase,
teste O/F (oxidacao/fermentagcdo), crescimento ou ndo em agar Mac Conkey
(Acumedia®), TSI agar (triple sugar iron), uréia, fenilalanina, citrato, indol, VM
(vermelho de metila), VP (Voges-Proskauer), descarboxilacdo dos aminoéacidos
arginina, lisina e ornitina, urease, reducdo de nitratos e fermentacdo de aculcares
como glicose, lactose, sacarose, manitol, dulcitol, salicina, sorbitol, arabinose,
rhamnose, xilose, trealose e maltose. No caso de colonias GRAM positivas
pertencentes ao género Staphylococcus sp., foi utilizado o meio de cultura agar Baird-
Parker (Acumedia®) e o teste da coagulase. A leitura e a interpretacdo dos resultados
das provas bioquimicas foram realizadas de acordo com Oliveira (2000) e Koneman

et al. (2001).

3. Realizacao do teste de susceptibilidade antimicrobiana

O teste de antibiograma foi executado por meio da técnica de disco-difuséo de
Kirby-Bauer (Bauer et al., 1966) em agar Mueller-Hinton, conforme recomendacdes
do “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI, 2016). Foram utilizadas 19
bases quimicas de antimicrobianos: Amoxicilina (10mcg), Ampicilina (10mcg), Acido
Nalidixico (30mcg), Cefalexina (30mcg), Cefalotina (30mcg), Cefazolina (30mcg),
Ceftazidima (30mcg), Ciprofloxacina (5mcg), Cloranfenicol (30mcg), Doxiciclina

(30mcg), Enrofloxacina (5mcg), Eritromicina (15mcg), Estreptomicina (10mcg),
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Gentamicina (10mcg), Neomicina (30mcg), Sulfonamida (300mcg), Teicoplamina

(30mcg), Tetraciclina (30mcg) e Vancomicina (30mcg), todos da marca SENSIFAR®.

Para a realizacdo do teste, as bactérias ja previamente isoladas e devidamente
identificadas foram inoculadas em caldo BHI (Brain Heart Infusion - BD™ Bacto™) e
incubadas a 37° C por 1 a 2 horas, a fim de que atingissem o grau de turbidez 0,5 na
escala padrdo de McFarland (Nefelobac — Probac do Brasil). Em seguida, um swab
estéril foi introduzido no caldo e plaqueado em agar Mueller-Hinton (Acumedia®), de
maneira que o caldo fosse distribuido uniformemente por toda a placa. No caso
especifico de cepas de Streptococcus sp., 0 meio recomendado pelo CLSI (2016) e
utilizado foi &gar Mueller-Hinton suplementado com 5% de sangue desfibrinado de
carneiro. Posteriormente, os discos contendo os antibiéticos foram colocados nas
placas de 90X15 mm com o auxilio de uma pinca estéril, ndo se excedendo a
quantidade de 5 discos por placa, a fim de manter a distancia minima de 24mm entre
eles, que € a recomendacdo do CLSI (2016). As placas, entdo, foram invertidas e
incubadas aerobiamente a 35° C por 16 a 18 horas. Por ultimo, as zonas de inibicéo

foram medidas e interpretadas segundo os parametros do CLSI (2016).
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[l. RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Pesquisa de Salmonella spp. e isolamento microbiolégico das amostras de

piso de caixas de transporte

N&o foi encontrada nenhuma cepa de Salmonella spp. nas 62 amostras de
swabs de piso de caixas de transporte de frangos de corte. Ja para a caracterizacéo
microbioldgica, das 62 amostras analisadas no presente estudo, foi encontrado um
total de 160 cepas bacterianas, sendo frequente o isolamento de dois ou mais géneros
bacterianos na mesma amostra de caixa. Os microrganismos mais isolados foram
Escherichia coli (40,62%), seguido por Staphylococcus Coagulase Negativo (30%),
Streptococcus sp. (11,25%), Proteus mirabilis (3,75%) e Morganella morganii (2,50%).
Todos os microrganismos isolados e identificados encontram-se descritos na Tabela

1.
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Tabela 1. Microrganismos isolados e identificados em 62 amostras de swabs de piso
de caixas de transporte de frangos de corte de abatedouros frigorificos localizados na

regido do Distrito Federal e Entorno

Microrganismo identificado Quantidade de % em 160

cepas isoladas  cepas isoladas

Escherichia coli 65 40,62
Staphylococcus coagulase negativa 48 30,00
Streptococcus sp. 18 11,25
Proteus mirabilis 6 3,75
Morganella morganii 4 2,50
Hafnia alvei 3 1,87
Bacillus sp. 2 1,25
Citrobacter farmeri 2 1,25
Shigella sonnei 1 0,62
Citrobacter koseri 1 0,62
Micrococcus sp. 1 0,62
Shigella fleneri 1 0,62
Providencia stuartii 1 0,62
Shigella Grupos A, B, C 1 0,62
Yersinia pseudotuberculosis 1 0,62
Escherichia fergusonii 1 0,62
Citrobacter diversus 1 0,62
Citrobacter sedlaki 1 0,62
Shigella dysenteriae 1 0,62
Enterobacter agglomerans 1 0,62
Total 160 100

Na pesquisa de Salmonella spp. deste estudo, ndo foi detectado o
microrganismo Salmonella, sendo este o primeiro trabalho realizado na regido. Outros
estudos encontraram resultado semelhante no Brasil, apesar de terem sido realizados

com diferente tipo de amostra, como o realizado por Guimaraes (2006), que néo
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encontrou essa bactéria em swabs de cloaca de 300 frangos de corte adultos da
regido do Distrito Federal; o trabalho executado por Moreira (2002) também nao
encontrou Salmonella em swabs cloacais de 300 pintinhos de 1 dia de idade em
granjas da regido metropolitana de Fortaleza e o feito por Oliveira (2004) nao detectou
esse microrganismo em 63 amostras fecais colhidas de granjas também do estado do

Ceara.

Diferentemente dos resultados do presente estudo, Santos et al. (2015)
pesquisaram Salmonella spp. em seis pontos de trés abatedouros na regido sul do
Brasil, sendo um deles as caixas de transporte antes da higienizacdo, e encontraram
5,5% de positividade no geral (os autores ndo discriminaram o percentual especifico
das caixas), enquanto Reiter et al. (2007) detectaram a presenca em 16,7% das caixas
de transporte no sul do pais em um total de 30 caixas analisadas. Rocha et al. (2003)
encontraram Salmonella em 11,1% de caixas de transporte de pintos de 1 dia no
estado de Goias de um total de 50 caixas, Corry et al. (2002) detectaram o
microrganismo em duas caixas de transporte de um total de 70 avaliadas no Reino
Unido e Rasschaert et al. (2007) detectaram-no em 11% de caixas de transporte

oriundas de abatedouros da Bélgica de um total de 24 avaliadas.

Pesquisas com amostras de diferentes fontes também encontraram
percentuais baixos de presenca para Salmonella spp. como a conduzida por Andreatti
Filho et al. (2009), em que encontraram 2,73% em swabs de arrasto de granjas do
estado de Sdo Paulo e por Moraes et al. (2014), na qual detectaram 9,4% de
positividade também em swabs de arrasto de granjas no estado do Goias. Pereira et
al. (1999) encontraram 2,83% de presenca de Salmonella em swabs de cloaca de
frangos de corte do estado do Rio de Janeiro, enquanto que Abdi et al. (2017)

detectaram 14,8% de positividade também em swabs de cloaca de frangos de corte
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no sul da Etiopia. Fels-Klerx et al. (2008) pesquisaram esse microrganismo em

amostras fecais e encontraram 5,85% de positividade na Holanda.

A nao deteccdo de Salmonella verificada neste estudo pode ser em decorréncia
do reduzido numero de amostras e/ou consequéncia da implantacdo dos programas
relacionados a qualidade e seguranca dos alimentos como Boas Préaticas de
Fabricacdo no ano de 1997 (Brasil, 1997), o programa de Andlise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle em 1998 (Brasil, 1998) e o Programa de Reduc¢éo de Patégenos
no ano de 2003 (Brasil, 2003), cujo monitoramento e controle sobre este patégeno
tornou-se ainda mais rigoroso apos a implementacao da Instru¢do Normativa n° 20
(Brasil, 2016). Todos esses programas podem estar contribuindo para a efetiva
reducdo da presenca do microrganismo Salmonella em industrias frigorificas e/ou
granjas avicolas, especificamente nas caixas de transporte, pois houve uma clara
redugé@o nos percentuais de positividade encontrados nas caixas, desde os 99% e
88,5% detectados por Rigby et al. no ano de 1982 e os 5,5% encontrados por Santos
et al. em 2015. Observacao similar foi descrito por Salvat et al. (2017) em que
mencionam a reducdo da presenca do microrganismo em animais vivos, granjas de
criacdo, carcacas e ambiente de abatedouros frigorificos localizados na Franca,
devido a implementacdo de programas nos abatedouros que visam a qualidade do
produto e de regulamentos especificos para Salmonella desde 1998. No entanto, mais
pesquisas devem ser realizadas com um maior nUmero de amostras para se verificar

a real presenca ou auséncia do mesmo na regido do Distrito Federal e Entorno.

Na caracterizacado microbiolégica de piso de caixas de transporte de frangos de
corte, a Escherichia coli foi o microrganismo mais isolado, representando 40,62% do
total das cepas isoladas. Isto pode se justificar pelo fato do género Escherichia integrar

a microbiota intestinal de aves e mamiferos (Praxedes et al., 2012) e pela
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contaminacdao fecal presente nas caixas de transporte (Allen et al., 2008; Cisco, 2015;
Dianin, 2016). Esse achado tem significado, uma vez que ha diversas cepas dessa
bactéria que possuem fatores de viruléncia para enfermidades entéricas e
extraintestinais (Kaper et al., 2004), além do fato dela apresentar uma tendéncia a
adquirir resisténcia a antibidticos (Schwaiger et al., 2012). Os resultados desse estudo
sao similares ao obtido por Dianin (2016) que detectou a maior contagem de E. coli

nas caixas de transporte de frangos de corte de abatedouro frigorifico no Parana.

Poucos estudos no mundo foram realizados com caracterizacao microbiol6gica
de piso de caixas de transporte de frangos de corte, sendo a maioria dos trabalhos
direcionada a pesquisa de Salmonella e Campylobacter (Slader et al., 2002; Olsen et
al., 2003; Ellerbroek et al., 2010; Patriarchi et al., 2011). A grande maioria dos
trabalhos que existe na literatura nacional e internacional faz referéncia ao isolamento
de grupos de microrganismos como aerobicos e enterobactérias, ndo especificando o
microrganismo E. coli, como por exemplo Geornaras et al. (1995), que detectaram
altas contagens de bactérias aerébias nas caixas de transporte de um abatedouro na
Africa do Sul, e Hastings et al. (2010), que também encontraram altas contagens de
colénias de bactérias aer6bias em dois modelos distintos de caixas de transporte de

uma industria no Reino Unido.

A maioria de isolados de E.coli na producéo da carne de frango foi obtida de
carcacas relacionadas ao fluxograma de abate das aves (Kumar et al., 2014;
Mohammed et al., 2015) e aponta a E. coli como microrganismo presente nas diversas
secOes da industria. Pacheco (2013) detectou E. coli em carcagas de trés pontos da
linha de abate no Rio Grande do Sul. Buhr et al. (2000) detectaram altas contagens

desse microrganismo em carcacas coletadas previamente a depenagem em

abatedouro nos Estados Unidos e Svobodova et al. (2012) encontraram 0 mesmo
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resultado apos a depenadeira em frigorifico na Republica Tcheca, corroborando com
os resultados obtidos neste trabalho de alto nivel de contaminacdo nas primeiras

secOes das etapas do processamento.

Apesar desse estudo ter sido o primeiro relato de isolamento de E. coli em
caixas de transporte de frangos na regidao Centro-Oeste, as outras pesquisas
realizadas em abatedouros frigorificos de aves no Brasil e no mundo confirmam a
presenca desse microrganismo como principal contaminante na industria frigorifica de
carnes de frangos (Buhr et al., 2000; Pacheco, 2013; Kumar et al.,2014; Mohammed
et al., 2015; Dianin, 2016). Portanto os resultados obtidos neste estudo permitem
sugerir esforcos as Boas Praticas de Fabricacdo e aos procedimentos de limpeza e
desinfeccdo na éarea de descarregamento e pendura, a fim de minimizar a

disseminagcédo do microrganismo na industria.

O microrganismo Staphylococcus sp. coagulase negativa foi 0 segundo mais
isolado nesse estudo, representando 30% de todas as cepas isoladas, sendo estes
resultados similares aos observados por Olivier et al. (1996) que encontraram o
microrganismo Staphylococcus como predominante das bactérias Gram positivas em
carcacas de abatedouro da Africa do Sul. Os resultados deste estudo também s&o
similares aos observados por Liang et al. (2013), que apontaram Staphylococcus
como um dos géneros bacterianos dominantes em ar ambiente da area de espera das
aves para abate de um frigorifico na China, e por Paba et al. (2014), que evidenciaram
o Staphylococcus sp. coagulase negativa como uma das bactérias mais
predominantes em ar ambiente das diferentes se¢des de dois abatedouros de frangos
na Italia. Trabalho feito por Dhanarani et al. (2009) com amostras de cama de aviarios
da India também encontrou Staphylococcus sp. como microrganismo

predominantemente presente nas amostras.
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Apesar de ambos os trabalhos anteriores ndo terem detectado o microrganismo
em piso de caixa de transporte de frangos de corte, eles corroboram com os resultados
do presente estudo, uma vez que descreveram a presenca do microrganismo no
ambiente da industria. Nao existem trabalhos que realizaram o isolamento de
Staphylococcus sp. coagulase negativa em caixas de transporte de frangos de corte
no Brasil, sendo este o primeiro relato da presenca do mesmo. Apesar de ndo ser o
coagulase positiva, a importancia do mesmo se deve a possibilidade de aquisicédo e
transferéncia de genes de resisténcia antimicrobiana a outros microrganismos
(Morgenstern et al., 2016) e a associacdo a infeccdes oportunistas (Boamah et al.,

2017).

O terceiro microrganismo mais isolado na presente pesquisa foi Streptococcus
sp., representando 11,25% do total de bactérias isoladas. Ndo ha pesquisas na
literatura nacional e internacional que tenham detectado o microrganismo em caixas
de transporte de frangos de corte até o0 momento, todavia estudos realizados com
diferentes fontes de amostras da industria também o encontraram, como o realizado
por Voidarou et al. (2007) que detectaram a predominancia desse género na agua do
chiller de trés abatedouros da Grécia, e Liang et al. (2013) que identificaram
Streptococcus sp. como um dos contaminantes de ar ambiente da &rea de espera dos

frangos para abate de um frigorifico na China.

A presenca do microrganismo Streptococcus é relevante para a saude publica
e animal, jA que estudos tém relacionado algumas espécies ou grupos de
Streptococcus a doengas em animais e seres humanos (Supartika et al., 2007,
Sekizaki et al., 2008; Zbinden et al., 2015), inclusive a manipuladores de frigorificos

de frangos (Barnham & Neilson, 1987).
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Neste estudo foram identificados em menor quantidade Proteus mirabilis,
Morganella morganii, Hafnia alvei, Citrobacter sp., Shigella sp., Providencia stuartii,
Yersinia pseudotuberculosis, Escherichia fergusonii e Enterobacter agglomerans. N&o
ha pesquisas realizadas em caixas de transporte identificando-os em nivel de género
e espécie, sendo este o primeiro estudo a fazé-lo na regido do Distrito Federal e
Entorno, bem como na regido Centro-Oeste. A importancia desses microrganismos se
refere as mesmas pertencerem ao trato intestinal do homem e de outros animais
(Cardoso et al., 2005), sendo consideradas como causadoras de surtos de infeccbes
intestinais em humanos, além de serem incriminadas no surgimento e propagacao,
guando presentes, de resisténcia aos agentes antimicrobianos (Praxedes et al., 2013).
Outro ponto preocupante é que as espécies dos géneros Enterobacter e Citrobacter
podem permanecer em ambientes ndo fecais por longos periodos e se multiplicarem

(Cardoso et al., 2005).

De maneira similar aos resultados encontrados neste estudo, Dianin (2016)
também encontrou enterobactérias em caixas de transporte de frangos em abatedouro
do Parana. A presenca desses microrganismos também foi detectada nas etapas
iniciais da linha de processamento em carcacgas de frangos de corte em abatedouros
na Bahia (Almeida e Silva, 1992). Oliveira (2004) também isolou enterobactérias em
amostras fecais e de carcacas de frangos de industria no Ceara e encontrou 0s
géneros Proteus sp., Enterobacter sp., Citrobacter sp. e Shigella sp. Fora do Brasil,
Lillard (1990) verificou altas contagens de coldnias desse grupo em todos 0s seis
pontos avaliados de abatedouros nos Estados Unidos; Schwaiger et al. (2012)
encontraram os géneros Escherichia, Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella como os
coliformes mais frequentemente isolados de amostras de cortes de frango de
abatedouros da Baviera. Em frigorificos da Grécia, Voidarou et al. (2007) detectaram

Proteus mirabilis, Morganella morganii e Hafnia alvei em amostras de agua do chiller.
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Nesse estudo foi detectada Shigella sp., o que foi similar a pesquisa realizada
por Oakley et al. (2013) que encontrou Shigella em amostras de cama de aviarios nos
Estados Unidos. Esse microrganismo apresenta importancia em saude publica, haja
vista a possibilidade de producédo da toxina de Shiga (Melton-Celsa, 2014), sendo
comumente incriminado em afec¢cées nos seres humanos. Todavia também ja foi
relatado como causador de doencas em frangos, surgindo a possibilidade de infeccéo

cruzada com humanos (Shi et al., 2014).

N&o h& estudos de caracterizacdo microbiolégica em caixas de transporte de
frangos que tenham encontrado Bacillus sp. e Micrococcus sp no Brasil até o presente
momento. Contudo algumas pesquisas em linha de processamento industrial os
identificaram, tais como Liang et al. (2013), que detectaram Micrococcus sp. e Bacillus
sp. como dois dos géneros mais predominantes no ar ambiente da area de espera
das aves para abate de um frigorifico na China, e Geornaras et al. (1998), que
detectaram Micrococcus sp. como o isolado com maior contagem em carcacas pré e

pos escalda coletadas em abatedouro frigorifico na Africa do Sul.

De uma forma geral, os resultados encontrados na presente pesquisa séo
pioneiros em relacéo a caracterizacao microbioldgica de piso de caixas de transporte
de frangos de corte na regiao do Distrito Federal e Entorno. Entretanto, os
microrganismos encontrados ja foram amplamente detectados em outros locais da
linha de processamento ou em carcacgas/cortes de frangos, o que corrobora com 0s
achados desse estudo e reforca a provavel importancia deles como contaminantes da
planta industrial, possibilidade de causar infec¢bes/toxinfec¢cdes alimentares no

homem e/ou disseminadores de resisténcia antimicrobiana.
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2. Perfil de resisténcia aos antimicrobianos dos microrganismos isolados de

caixas de transporte de frangos de corte da regido do Distrito Federal e Entorno

Do total das 160 cepas isoladas e identificadas oriundas das 62 amostras de
swabs de piso de caixas de transporte de frangos de corte, 65 cepas foram submetidas
ao teste de susceptibilidade antimicrobiana, no qual foram testadas 19 bases quimicas

distintas de antimicrobianos. Os resultados encontram-se na Tabela 2.
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Todos os microrganismos isolados nessa pesquisa mostraram um fenotipo de
resisténcia multipla a antimicrobianos, uma vez que foi observada resisténcia a pelo
menos 4 bases diferentes concomitantemente. De todos as bactérias isoladas e
testadas quanto a susceptibilidade antimicrobiana, a Escherichia coli foi a Unica a
apresentar resisténcia a todas as 19 bases quimicas testadas (Tabela 2). Foi
observada resisténcia a 16/19 antimicrobianos nas 2 cepas de Morganella sp.
submetidas ao teste, resisténcia a 14/19 bases nas 5 cepas de Citrobacter sp. e
resisténcia a 13/19 drogas testadas nas 4 cepas de Shigella sp. e 1 de Hafnia alvei, o
gue demonstra o perfil resistente dessas enterobactérias. Em relacdo aos demais
microrganismos isolados nessa pesquisa pertencentes a familia Enterobacteriaceae,
também foi encontrado um fend6tipo de resisténcia nas cepas de Proteus mirabilis e
Enterobacter sp. (1 cepa de cada), nas quais foi observada resisténcia a 9/19 bases
quimicas, e nas cepas de Providencia sp. e Yersinia sp. (1 cepa de cada), em que foi
observada resisténcia a 5/19 drogas antimicrobianas. As 4 cepas de Staphylococcus
sp. apresentaram resisténcia a 9/19 bases testadas, enquanto que as 2 cepas de
Bacillus sp. e 1 cepa de Micrococcus sp. foram resistentes a 6/19 antimicrobianos e 1

cepa de Streptococcus sp. foi resistente a apenas 4 das 19 drogas testadas.

No presente trabalho, a E. coli apresentou resisténcia a todas as bases
quimicas antimicrobianas testadas, tais como cloranfenicol (20%), gentamicina
(42,5%), tetraciclina (70%), ampicilina (75%), acido nalidixico (50%), enrofloxacina
(32,5%), ciprofloxacina (22,5%), estreptomicina (77,5%) e neomicina (32,5%). Com
resultados semelhantes aos achados dessa pesquisa, Corréa (2013) investigou a
resisténcia de isolados de E. coli de camas de frango, penas e visceras comestiveis
no estado de Goias e também observou resisténcia a todas as drogas antimicrobianas
testadas, detectando um percentual de resisténcia bem préximo para cloranfenicol

(19%), gentamicina (62,9%) e tetraciclina (69,1%). Korb (2014) avaliou o fenétipo de
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resisténcia antimicrobiana de cepas de E. coli oriundas de 60 amostras de fezes de
frangos de criacao intensiva no Parana e encontrou valores proximos nos casos de
ampicilina (100%), acido nalidixixo (62%), enrofloxacina (23%), ciprofloxacina (23%)
e tetarciclina (83%). Artencio (2007), numa pesquisa realizada com 34 amostras de
camas de aviarios do Rio Grande Do Sul, encontrou fendtipo de resisténcia similar

nos casos de ciprofloxacina (26,5%) e enrofloxacina (20,6%).

Pesquisas realizadas fora do Brasil também obtiveram resultados parecidos
com os resultados obtidos neste estudo como os de Bergeron et al. (2012), que
analisaram 349 isolados de E. coli de amostras de frangos de abatedouros no Canada
e detectaram moderada a alta resisténcia frente aos antimicrobianos ampicilina,
estreptomicina, gentamicina e tetraciclina. Bywater et al. (2004) realizaram uma
pesquisa quanto a resisténcia antimicrobiana em animais produtores de alimentos em
paises da Unido Europeia e encontraram valores proximos ao desse estudo no caso
das amostras de frangos da Franca para as bases ampicilina (51,3%), cloranfenicol
(16,6%), estreptomicina (46,7%) e tetraciclina (85,4%). Num trabalho feito na Bélgica,
Persoons et al. (2010) avaliaram 2076 isolados de E. coli oriundos de carcacas ap0s
evisceracao e de granjas e abatedouros e encontraram alto nivel de resisténcia a
ampicilina, acido nalidixico, tetraciclina e estreptomicina, assim como nessa pesquisa;
eles também encontraram perfil de resisténcia similar (resisténcia moderada) nos
casos de enrofloxacina, cloranfenicol e neomicina. Kim et al. (2005) também
encontraram alta resisténcia a ampicilina, estreptomicina e tetraciclina em isolados de

E. coli de produtos de mercado e de criagdes de perus, gado e frango em Oklahoma.

Por outro lado, alguns trabalhos obtiveram resultados diferentes aos
encontrados nessa pesquisa como o realizado por Lebert et al. (2018), em que

detectaram percentuais de resisténcia bastante inferiores em isolados de E. coli de
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carcacas de frango oriundas de pequenos criadores no Canada, encontrando baixa
resisténcia a ampicilina (14%), gentamicina (9%), cloranfenicol (1%), ciprofloxacina
(0,068%), acido nalidixico (2%), estreptomicina (20,3%) e tetraciclina (36,6%).
Schwaiger et al. (2012), em estudo sobre a resisténcia dessa bactéria em carne de
frango de abatedouros na Alemanha, também detectaram percentuais de resisténcia
bem inferiores para gentamicina (1,6%), neomicina (4,9%), estreptomicina (21,8%),
cloranfenicol (2,8%), ciprofloxacina (4,5%) e enrofloxacina (7,8%). Outros autores
obtiveram dados de resisténcia bastante superiores aos detectados nessa pesquisa
como Oguttu et al. (2008), que, ao avaliar 168 isolados de E. coli de carcacas de
frango em abatedouro da Africa do Sul, observaram uma resisténcia de 98,2% para
doxiciclina, 75,6% para enrofloxacina e 90,5% para acido nalidixico. Wu et al. (2015)
analisaram 373 isolados de E. coli de carcacas de frangos de um abatedouro na China
e detectaram 92, 23% de resisténcia para doxiciclina e 64,61% para ciprofloxacina, o

gue também foi bastante superior aos achados do presente trabalho.

O cloranfenicol foi uma das bases quimicas utilizadas no teste de
susceptibilidade antimicrobiana que apresentou menor quantidade de cepas de E. coli
resistentes (apenas 20%). Este resultado pode ser justificado pelo fato desse principio
ativo ter sido proibido para uso veterinario e para emprego na alimentacao de todos
0s animais e insetos no ano de 2003 (Brasil, 2003). A droga eritromicina também teve
seu uso na alimentacao animal como melhorador de desempenho proibido no ano de
2012 pelo MAPA (Brasil, 2012), contudo ela ainda apresentou 62,5% de cepas de E.
coli resistentes, o que provavelmente se justifica pela recente normativa proibindo e
devido ao uso com outras finalidades ainda ser permitida. O mesmo ocorre com as
bases quimicas tetraciclina e sulfonamida que, apesar de terem apresentado elevado

percentual de cepas de E. coli resistentes (70% e 82,5% respectivamente), foram
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proibidas de serem utilizadas como aditivos zootécnicos melhoradores de

desempenho em 2009 (Brasil, 2009).

Praxedes et al. (2013), num estudo feito com swabs fecais de frangos
submetidos a dieta com nitrofuranos no estado do Rio de Janeiro, encontraram cepas
de Morganella sp., Proteus sp. e Citrobacter sp. com sensibilidade a um grande
namero de antimicrobianos, o que diverge dos dados da presente pesquisa, jA que
esses microrganismos apresentaram resisténcia a pelo menos metade das drogas
testadas. O autor refere que Morganella sp. foi resistente apenas a tetraciclina e
sulfazotrim, semelhante a resisténcia a tetraciclina também detectada, que Citrobacter
sp. foi resistente apenas ao cloranfenicol (diferente dos 100% de sensibilidade) e que
Proteus sp. foi resistente apenas a tetraciclina e aztreonam (100% de resisténcia a

tetraciclina nesta pesquisa).

Kim et al. (2005), num trabalho feito com amostras de produtos de mercado e
de criacBes de animais em Oklahoma, encontraram resisténcia multipla de Morganella
morganii, Proteus mirabilis e Providencia sp., destacando a resisténcia frente a
ampicilina, estreptomicina e tetraciclia, o que foi semelhante aos dados encontrados
neste trabalho (100%, 100% e 50% respectivamente). Schwaiger et al. (2012)
detectaram resisténcia de Citrobacter sp. isolado de amostras de cortes de frango de
abatedouros da Baviera apenas para estreptomicina e doxiciclina (semelhante aos
resultados desse estudo), contudo foi detectada sensibilidade as drogas ampicilina,

neomicina e estreptomicina, o que divergiu dos dados encontrados.

Pesquisa feita por Freitas et al. (2004) com cepas de Staphylococcus sp.
isoladas de carcagas de frango comercializadas em Recife obteve resultados
semelhantes ao da presente pesquisa no que se refere as bases quimicas

vancomicina, enrofloxacina, amoxicilina e eritromicina, pois, em ambos os trabalhos,
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as cepas de Staphylococcus sp. apresentaram-se resistentes a tais drogas. Contudo,
no que diz respeito aos agentes antimicrobianos cloranfenicol, gentamicina,
cefalexina, neomicina e ciprofloxacina, ambos os estudos divergem, uma vez que 0s
achados da presente pesquisa foram de 100% de sensibilidade, enquanto que os de
Freitas et al. (2004) foram de resisténcia. Fato parecido ocorreu com estudo feito com
amostras de carne de frango coletadas de supermercados no Cairo, segundo Osman
et al. (2016), no qual cepas de Staphylococcus sp. coagulase negativa foram
resistentes a eritromicina, tetraciclina e vancomicina (similar aos achados dessa

pesquisa), contudo algumas também apresentaram resisténcia ao cloranfenicol,

ciprofloxacina e gentamicina, o que divergiu do presente trabalho (0% de resisténcia).

Os resultados de fenoétipo de resisténcia antimicrobiana de microrganismos
isolados de caixas de transporte de frangos de corte da regido do Distrito Federal e
Entorno evidenciam a importancia deles como potenciais disseminadores de genes
de resisténcia a antimicrobianos, haja vista o fendtipo de resisténcia mdltipla
observado em todos. Este fato tem grande relevancia a saude publica, em virtude do

surgimento e aumento cada vez mais frequente de bactérias multirresistentes.
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IV. CONCLUSOES

N&o foi detectada a presenca de Salmonella spp. nas amostras de caixas de
transporte analisadas. Os resultados de caracterizacdo microbiolégica e teste de
susceptibilidade permitem inferir que h& uma diversidade de microrganismos
presentes no piso das caixas de transporte de frangos de corte com fendétipo de
resisténcia multipla, os quais podem terminar por contaminar as carcacas e a planta
industrial, disseminar  resisténcia  antimicrobiana e podem causar
infecgOes/toxinfecgbes alimentares. Mais pesquisas devem ser realizadas com o
intuito de investigar os mecanismos genéticos que deram origem as resisténcias

observadas.
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