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Resumo: O objetivo deste estudo foi detectar Salmonella sp., em carcagas de frango e
ovos caipiras comercializados em feiras livres de Goiania, Goiés. Nas carcagas, por meio
da pesquisa bacterioldgica convencional foram obtidos 6/100, (6%) de carcagas e 3/150,
(2%) de ovos positivas para Salmonella sp. No teste de susceptibilidade antimicrobiana,
foi verificado que nos isolados obtidos de carcacas houve sensibilidade ao aztreonam, a
amoxicilina, cloranfenicol, gentamicina, norfloxacina, a sulfonamida, tetraciclina ¢ a
associacdo entre sulfonamida e trimetoprim. Por outro lado, foi observada a resisténcia
ao ceftiofur 1/6 (16,7%), fosfomicina 2/6 (33,3%), ciprofloxacina e enrofloxacina 3/6
(50,0%). Quanto aos isolados de ovos nao houve resisténcia a nenhum dos
antimicrobianos avaliados. Identificou-se nas carcacas os sorovares, Salmonella Cerro
(1), S. Corvalis (1), S. Panama (1), O:3,10 (1); O:4,5 (1), e uma cepa rugosa, enquanto
que nos ovos foi identificada S. Corvalis (3). Foi realizado o teste de Eletroforese de
Campo Pulsado (PFGE) e identificado o mesmo grupo clonal para os isolados de S.
Corvalis tanto nos ovos quanto na carcaga. Para os demais sorotipos constatou-se que
pertenciam a diferentes grupos clonais. Ha circulagdo de Salmonella em carcagas e ovos
de galinhas caipiras comercializadas nas feiras livres de Goiania assim como a
confirmagdo de resisténcia aos antimicrobianos e homogeneidade clonal para mesmo
sorovar.
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Abstract: The objective of this study was to detect Salmonella sp., in chicken carcasses
and free-range eggs sold at fairs in Goiania, Goidas. In carcasses, through conventional
bacteriological research, were obtained 6/100 (6%) of carcasses and 3/150 (2%) of eggs
positive for Salmonella sp.. In the antimicrobial susceptibility test, it was found that in
isolates obtained from carcasses there was sensitivity to aztreonam, amoxicillin,
chloramphenicol, gentamicin, norfloxacin, sulfonamide, tetracycline and the association
between sulfonamide and trimethoprim. On the other hand, resistance to ceftiofur 1/6
(16.7%), fosfomycin 2/6 (33.3%), ciprofloxacin and enrofloxacin 3/6 (50.0%) was
observed. For eggs isolates there was no resistance to any of the antibiotics tested. The
following Serovars were identified in the carcasses, Salmonella Cerro (1), S. Corvalis
(1), S. Panama (1), O: 3.10 (1), O: 4.5 (1), and one

rough strain; whereas in the eggs S. Corvalis was identified. Pulsed Field Electrophoresis
(PFGE) was performed and the same clonal group was identified for the isolates of S.
Corvalis in both eggs and carcass. For the other serotypes it was found that they belonged
to different clonal groups. Salmonella circulation was detected in carcasses and eggs of
free-range chickens sold at Goidnia fairs as well as confirmation of antimicrobial
resistance and clonal homogeneity for same serovar.

Keywords: Products of animal origin, Antibiotic Resistance, Salmonellosis.

1 Introducao

A origem das feiras livres remonta ao século IX na Europa, onde os mercados
locais eram organizados para suprir a populagdo local com os géneros de primeira
necessidade (SATO, 2007). No Brasil, a feira livre constitui uma modalidade de mercado
varejista ao ar livre, de periodicidade semanal, organizada como um servigo de utilidade
publica pela municipalidade e voltada para a comercializagdo local de géneros
alimenticios e produtos basicos provenientes de diversas regidoes (MASCARENHAS et
al., 2008).

Nao h4 muito controle sanitario e comercial nos diferentes produtos de origem
vegetal ou animal comercializados nas feiras, a ponto de ndo se ter dados oficiais precisos
sobre o volume e os tipos de produtos comercializados.

A contaminacdo de produtos de origem animal ¢ uma preocupacdo constante,
porque ¢ dificil de se realizar o controle de forma eficitente. Muitos fatores podem estar
envolvidos na contaminagdo, incluindo os do meio ambiente, a fauna associada, a agua

de diferentes fontes e o descarte de residuo gerado; além do manejo animal e dos humanos



relacionados durante as praticas de abate, processamento e armazenamento (ROCCHI et
al., 2019).

A producdo de frango ao ar livre € um segmento promissor do setor avicola,
envolvendo racas de crescimento lento, que apresentam carnes com caracteristicas
sensoriais diferentes daquelas criadas em confinamento, exibindo carne mais escura, mais
firme e sabor acentuado. Sua produg¢do visa atender a um nicho de mercado constituido
por consumidores mais exigentes e com maior apelo de compra (CLEMENTINO et al.,
2006).

Aves, produtos carneos e ovos sdo as fontes alimentares mais associadas aos
surtos de salmonelose, embora também possam envolverem outros géneros alimenticios
(WHILEY; ROSS, 2015) (ALZWGHAIBI et al., 2018). A presenca de Salmonella sp. em
ovos ¢ em grande parte devido a sua capacidade de colonizar o tecido ovariano e a
superficie dos ovos durante a formagdo (VERGARA; GUTIERREZ; GARCIA, 2016)
(FILHO et al., 2014).

Salmonellas s3o microrganismos Gram negativos que incluem as espécies
Salmonella enterica e Salmonella bongori, dos quais apenas o primeiro ¢ de relevancia
clinica para humanos e animais. S. enterica inclui mais de 2.600 sorovares(VERGARA;
GUTIERREZ; GARCIA, 2016).

Em diversos estudos constatou-se que Salmonella Enteritidis € o principal sorovar
causador de salmonelose e o mais prevalente em produtos derivados de frangos. Por isso
tem-se a necessidade de controlar sua presenga em alimentos, principalmente os de
origem animal (AUGUSTO; MARCHESI, 2017).

Carne de aves e ovos sdo importantes para atender as necessidades dietéticas da
popula¢do humana em constante crescimento, além de constituir uma proteina de valor
acessivel. A producdo avicola eficiente, no entanto, requer o uso de produtos
farmacéuticos, como antimicrobianos, que podem ser utilzados como agentes profilaticos
e terap€uticos que visam garantir o rapido crescimento e a manutencao da saude animal.

No entanto, seu uso inadequado pode resultar em acumulo de residuos na carne e
nos ovos das aves tratadas, o que pode afetar a satide do consumidor, gerando reagdes
alérgicas e veiculando bactérias resistentes. Como forma de controle as autoridades
reguladoras vém adotando medidas para restringir o uso inadequado de vérios
medicamentos para uso animal, a fim de fornecer alimentos de origem animal seguros

para os seres humanos (SATO, 2007).



Na seguranc¢a dos alimentos inclue-se a resisténcia bacteriana, que pode ser pelos
microrganismos presentes ou por residuos de antimicrobianos presentes na carcaga, em
dose sub terapéutica, mas que pode selecionar bactérias com menor sensibilidade ou com
maior resisténcia aos produtos (MACEDO SILVA et al., 2016).

Considerando a importancia de Salmonella sp., em sanidade animal e sua
disseminagdo ambiental, com o fato de comprometer o plantel avicola nacional e acarretar
problemas relacionados ao uso indiscriminado como a resisténcia bacteriana. O objetivo
deste trabalho foi identificar genotipica e fenotipica isolados de Salmonella sp.
provenientes de amostras de carcagas e ovos de frangos caipiras comercializados em

feiras de Goiania, Goias.

2. Material e métodos
2.1. Amostras

Foram visitadas 118 feiras livres em Goiania, no periodo de setembro de 2017 a
setembro de 2018, para a colheita de 100 amostras de carcagas de frangos e de 50 duzias
de ovos caipiras expostos a venda, amostra definida por conveniéncia e colhidas ao acaso.
As carcagas foram adquiridas em 54 feiras enquanto que os ovos colhidos em 33 feiras
de Goiania sendo que o numero de amostras por feira foi varidvel de uma a seis unidades
segundo o porte da feira.

Imediatamente apds a colheita, as carcagas foram acondicionadas em caixa
isotérmica contendo gelo reciclavel e os ovos foram transportados a temperatura ambiente
até o Laboratério de Bacteriologia do Setor de Medicina Veterinaria Preventiva da

Universidade Federal de Goias.

2.2. Pesquisa de Salmonella sp.

As amostras de carcaga foram submetidas a pesquisa de Salmonella em
conformidade com o protocolo definido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria —
ANVISA (BRASIL, 2011), com adaptacdes. Foram colhidas 25 g de pele e musculo da
regido de pescoco e da regido peri cloacal (MELO et al., 2015).

Cada duzia de ovos deu origem a uma amostra de casca, uma de albumen e uma
de gema, compondo um pool/ por estrutura. Foi utilizado algodao estéril embebido em
alcool etilico a 70% antes de se proceder a quebra da casca. Apds a transferéncia do
conteudo para uma placa de Petri estéril a casca foi colocada com a parte aberta voltada

para baixo para escorrer o excesso de albumen.



Com o uso de seringa de 10mL, o albumen foi extraido e acondicionado em um
becker estéril e a gema em outro, formando o pool a ser analisado. Foram aliquotados 25
g de casca, 25 mL de albumen e 25 mL de gema e adicionados a 225mL de agua

peptonada tamponada (APT) a 1% e incubados a 37°C por 18 a 24 horas.

2.3. Sorotipificacao
Os isolados de Salmonella foram enviados ao Laboratorio de Referéncia Nacional
para Enteroinfec¢des Bacterianas da Fundagao Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro -

RJ, para tipagem soroldgica realizada pelo esquema de Kauffmann-White-Le Minor.

2.4. Teste de Resisténcia aos antimicrobianos

Para a realizacdo do teste de resisténcia aos antimicrobianos foi utilizada a técnica
de difusdo em agar com discos de antibidticos em meio Muller Hinton, conforme descrito
pelo Clincial and Laboratory Standards Institute — CLSI (CLSI, 2015).

Os antibioticos testados foram amoxicilina 10pug (AMO), aztreonam 30ug (AZT),
ceftiofur 30pg (CEF), ciprofloxacina 5pg (CIP), cloranfenicol 30pg (CLO),
enrofloxacina (ENO), fosfomicina 200ug (FOS), gentamicina 10pg (GEN), norfloxacina
10pg (NOR), sulfonamida 300ug (SUL), sulfonamida com trimetoprim 25ug (SUT) e
tetraciclina 30pg (TET).

A leitura dos halos de inibi¢ao foi realizada conforme definido pelo CLSI(CLSI,
2015). Os isolados foram classificados como sensivel, intermediario ou resistente para

cada antibiotico, apds comparagdo com 0s Critérios.

2.5. Eletroforese de Campo Pulsado (Pulsed Field Gel Electrophoresis — PFGE)

A Eletroforese de Campo Pulsado - PFGE foi realizada no Laboratério de
Referéncia Nacional para Enteroinfeccdes Bacterianas da Fundagdo Oswaldo Cruz,
Ministério da Satide do Brasil. Foram enviadas ao laboratério amostras estocadas em agar
nutriente.

O teste foi realizado de acordo com o protocolo do Centro de Controle de Doengas
— CDC (CDC PULSENET, 2017). O método de tipagem molecular pela PFGE foi
realizado com a digestdo pela enzima Xbal sendo que os padrdes de similaridade dos
pulsotipos foram analisados e comparados entre si usando coeficiente de DICE (DICE,
1945) por meio do Gel Compare II Software (Matematica Aplicada) (GHODDUSI et al.,
2019).



2.6. Analise estatistica
Para interpretagao dos resultados encontrados, foi realizada estatistica descritiva

através da frequéncia dos dados.

3 Resultados e discussio

Das 100 carcagas analisadas, 6% (6/100) foram positivas para Sa/monella sp, € 0s
isolados foram identificados como Salmonella Corvallis (1), S. Cerro (1), S. Panama (1),
Salmonella férmula antigénica 0:4,5 (1) e O:3,10 (1); e uma cepa rugosa.

Liet al. (2019), identificaram 8,4% dos 369 isolados como Salmonella Corvallis,
em carcagas de frangos comercializadas em feiras na China em 2016, utilizando
bacteriologia convencional concluindo que o isolamento se deve as precarias condicdes
sanitarias durante o processamento das carcagas; esta caracteristica ndo pode ser
observada, apenas deduzidas, pois as carcagas ja se encontravam expostas ao comércio.

Moraes et al. (2016) isolaram Salmonella enterica em 2,8% das amostras
analisadas de diversas origens como suabes de gaiolas, de bebedouros, de cloacas assim
como em ragdes e insetos oriundos da produgdo de galinhas poedeiras comerciais
utilizando a bacteriologia; dos isolados 16,7% foram de Salmonella Cerro, sugerindo a
contaminagdo horizontal como uma importante forma de dispersdo do patdogeno
(MORAES et al., 2016). Considerando a origem do isolado de Salmonella Cerro
(carcaga), sugere-se provavelmente a mesma forma de contaminagdo (horizontal) das
amostras obtidas uma vez que pode ter ocorrido a contaminagao cruzado por falhas de
higiene do manipulador.

S. Cerro ¢ um dos sorovares mais isolados de amostras clinicas humanas, no
entanto este sorovar foi responsavel por apenas 3,0% dos casos clinicos relatados por ano
no EUA. Entretanto em 2016, S. Cerro foi o quarto, mais comum, sorovar isolado em
casos clinicos de animais e o segundo na produ¢do animal. Isolados de S. Cerro raramente
tém significancia na taxa de invasdo celular quando comparada com amostras de S.
Typhimurium e S. Newport. Ainda ndo esta esclarecida a causa da baixa habilidade
invasiva deste sorovar nao apresentando, ainda relevancia na epidemiologia de infec¢des
humanas, mesmo sendo isolado de carnes vermelhas e de aves (CHENG; EADE;
WIEDMANN, 2019).

Recentemente, Salmonella Cerro foi um dos sorotipos mais prevalentes em

i1solados da produgdo animal norte americana e associado a alguns casos de gastroenterite



humana. Isto pode indicar o inicio de uma cepa emergente que pode afetar escala global,
no entanto ainda ndo foi sorotipada em Taiwan (BOUKOUCHA; MENASRIA;
BOUGUERRA, 2018). Desta forma deve-se avaliar criteriosamente a dispersdo deste
sorovar € acompanhar o avango em diferentes paises.

O isolamento de 6% (6/100) aqui registrado foi inferior ao encontrado por Ribeiro
(2014), que isolou 28%, (17/60) em amostras de carcagas de frangos caipiras
comercializados em agougues na Bahia. Esta diferenca pode ser justificada pela origem
das amostras analisadas uma vez que em amostras de agougue ha maior manipulacao do
produto na elaboragdo de cortes e uso dos expositores que podem influenciar a ocorréncia
do patégeno; enquanto que em galinhas caipiras a evisceragao ¢ individualizada e o risco
de extravasamento de conteudo intestinal e seu contato direto com a carcaga ¢ reduzido.

Resultados superiores também foram obtidos por Silva (2012), que descreveu
50% (6/12) de isolamento no Rio Grande do Norte em 2012, justificando problemas no
pré-abate como o acesso ao pasto, o contato com aves silvestres e insetos como fatores
que contribuem para o aumento da contaminagdo da carcaca. Os resultados do presente
estudo igualmente foram inferiores aos de Zonta et al. (2013), que isolaram 2/3 (66,67%)
de carcacas amostradas em feiras do Parand. Observa-se que mesmo havendo um baixo
nimero absoluto de isolamento deste agente no presente estudo, a identificacdo de
Salmonella sp. nas carcacas expostas nas feiras amostradas, podem ser causa de surtos de
gastroenterites humanas, provavelmente subnotificadas e de dificil relagdo com a fonte
de contaminagao.

Na analise de suscetibilidade aos antimicrobianos, nao foi verificada resisténcia a
amoxicilina, aztreonam, cloranfenicol, gentamicina, norfloxacina, sulfonamida,
tetraciclina e a sulfonamida/trimetoprim; no entanto foi observada resisténcia ao ceftiofur
1/6 (16,7%), fosfomicina 2/6 (33,3%), enrofloxacina 3/6 (50,0%) e ciprofloxacina 3/6

(50,0%); foi confirmado ainda que a cepa rugosa foi multirresistente (Quadro 1).

Quadro 1 — Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos em isolados de Salmonella enterica de
amostras de carcagas de frango caipira comercializados em feiras de Goidnia, Goias.

.. . Isolados de Salmonella entérica
Antimicrobiano -
0:4,5 | Corvalis Cerro | Panama Rugosa | 0:3,10
Amoxicilina S S S S S S
Aztreonam S S S S S S
Ciprofloxacina R I S R R I
Cloranfenicol S S S S I S
Ceftiofur S S S S R S
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Tetraciclina S

S — Sensivel, I — Intermediario, R — Resistente.
Fonte: o autor

Ao se comparar os perfis de suscetibilidade aos antimicrobianos obtidos neste
trabalho com o realizado utilizando frangos e suinos, por Abdeen ¢ Moura (2019), em
2018, no Egito, relataram maiores indices de resisténcia em relacao a todos os antibioticos
testados em comum, ou seja 100% (6/6) de resisténcia a amoxicilina, sulfonamida e
trimetoprim, ciprofloxacina, enrofloxacina, norfloxacina; 83,3% (5/6) ao cloranfenicol;
33,3% (2/6) a gentamicina. Mesma observa¢do quanto a pesquisa desenvolvida por
Samanta et al. (SAMANTA et al., 2018), na india, que identificaram 100% de resisténcia
ao cloranfenicol, ciprofloxacina, norfloxacina, tetraciclina nos isolados de Salmonella sp.,
em carcacas de frangos. Os altos indices de resisténcia podem estar associados ao acesso
indiscriminado aos antimicrobianos e a parca legislacdo ao sistema de produgdo caipira.

Em isolados de Salmonella sp., de frangos de corte, em Trinidade e Tobago, em
2017, foi identificada altos indices de resisténcia as quinolonas, tetraciclinas e
sulfonamidas , enquanto que as cefalosporinas de terceira geragdo foi rara, em carcacas
de galinhas caipiras (BROWN JORDAN et al., 2018), o facil acesso aos trés primeiros
grupos de antimicrobianos, quer seja pelo baixo custo ou por terem maior indicagdo por
parte de atendentes de agropecuarias podem interferir positivamente para a elevacao do
indice, € importante ressaltar que todos os antimcrobianos constituem, de certa forma uma
preocupacao a saude publica.

O resultado da anélise da PFGE permitiu concluir que cada um dos seis isolados
de Salmonella apresentaram diferente grupo clonal entre si, nao havendo relagao genética
e ndo possibilitando relacionar uma possivel dispersdo génica, ou mesmo provaveis fontes
de contaminagdo para as carcagas analisadas.

Quanto as 50 duzias (150 amostras) de ovos trés amostras 2% (3/150), uma de
cada estrutura do ovo, foram positivas para Salmonella em anélise bacterioldgica
convencional e todas pertencentes ao sorovar Salmonella Corvallis, enquanto que a PFGE

permitiu identificar que todos os sorovares sdo do mesmo grupo clonal.



Resultados similares de isolamento em ovos caipiras, foram encontrados por
Wolschick e Bosco (2015), no Rio Grande do Sul, identificando média de 2,36% para o
periodo entre 2010 a 2014 e Mogollon et al. (2016) relataram 2,93% em cascas de ovos
na Colombia e identificaram como fatores de risco de contaminagdo a frequéncia de
higienizacdo do local de exposicdo e temperatura de armazenamento, €sses mesmos
fatores podem ser considerados em ovos vendidos em feiras livres, que geralmente ficam
expostos ao ar livre, sem protecao e suscetivel as intempéries.

Resultado inferiores foram encontrados por Filho et al. (2014), no Ceara, em 2014,
assim como em 2015 no Rio de Janeiro (RIO DE JANEIRO, 2015) e também em 2015
na Bahia ndo encontraram Salmonella sp. em ovos caipiras em nenhuma de suas
estruturas (MOTTIN; LOPES; DAMASIO, 2016), assim como Samanta et
al.(SAMANTA et al., 2018). Na India em 2014, também n3o obtiveram resultado positivo
para Salmonella enterica (MANNING; GOLE; CHOUSALKAR, 2015). Estes estudos
sugerem menor contaminagdo ambiental nos locais de postura, ou mesmo melhores
sistemas de coletas de ovos durante o dia, pois ha menor tempo de contato dos ovos com
0 meio ambiente € com os provaveis contaminantes, desta forma os ovos caipiras que
permanecem maior periodo no ninho em outro ambiente podem apresentar maior
contaminagdo em suas estruturas.

Ao se proceder a analise do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos de isolados
de Salmonella enterica, das amostras de ovos das feiras de Goiania nao foi constatada a
resisténcia a nenhum antimicrobiano no entanto foi constatado resultado intermediario a
um antimicrobiano no isolado da casca.

Ha uma grande variedade dos perfis de resisténcia aos antimicrobianos verificada
em diversos paises, tanto para isolados de Salmonella enterica de ovos quanto de
carcacas. As diferentes ocorréncias de isolados em amostras de ovos podem ser atribuidas
as condi¢des de manejo, as caracteristicas ambientais da producdo assim como a forma
ou frequéncia de coleta de ovos, sendo consideradas ainda suas caracteristicas sanitarias.

O resultado da analise da PFGE demonstrou que todos os isolados dos ovos, que
sdo do mesmo sorotipo, pertencem ao mesmo pulsotipo sugerindo que pode ter havido
contaminagdo entre as estruturas analisadas, ou mesmo a capacidade de o agente se
instalar na casca e utilizando mecanismos de escape permear o albimen até alcangar a
gema.

Ao se associar o resultado da PFGE do isolado de Salmonella Corvallis

encontrado na carcaga com os das estruturas dos ovos pode-se verificar que fazem parte



do mesmo grupo clonal, similaridade maior que 85% (Figura 1), embora sejam de
produtos e de feiras distintas,
sugerindo uma dispersdo do sorotipo na regido avaliada.

Figura 1 — Resultado da Eletroforese de Campo Pulsado de isolados de Salmonella
Corvallis de amostras de cargacas e ovos de galinhas caipiras comercializados em feiras
dlivres de Goiania

CARCACA
CASCA

 ALBUMEN
GEMA

Fonte: o autor

4 Conclusao

Demonstra-se a ocorréncia de Salmonella sp. em carcacas e ovos, do sistema de
producdo caipira comercializados em feiras de Goidnia, Goids, assim como a ocorréncia
da resisténcia a alguns antibidticos em isolados de carcagas.

A resisténcia de Salmonella sp., a antimicrobianos testados, sugere que deve haver
maior controle no uso destes produtos assim como a necessidade de mais estudos para
ampliar o conhecimento sobre as formas de aquisicdo da resisténcia neste sistema de
producao.

Percebe-se ainda que pela eletroforese de campo pulsado ha dispersio de
diferentes pulsotipos em diferentes sorotipos, no entanto, no mesmo sorotipo de
deferentes amostras, todos os isolados pertencem ao mesmo grupo clonal, sugerindo

mesma fonte de contaminacao.
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