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RESUMO

A cadeia produtiva do frango de corte depende da biosseguranca e da qualidade dos
produtos que sao ofertados a populacéo, visto ser essa a fonte de proteina mais acessivel e
barata. O intenso processamento de produtos avicolas necessita de constantes
averiguacoes a respeito da sua qualidade microbiol6gica. Diante do exposto, este trabalho
teve como objetivo avaliar as condigbes microbiolégicas e de realizar o teste de
susceptibilidade antimicrobiana e deteccao de bactérias produtoras de ESBL das cepas de
microrganismos isoladas das amostras coletadas. No periodo de abril a novembro de 2006
foram coletadas 80 amostras de carne de frango resfriada e congelada comercializada na
cidade de Fortaleza, Ceara. O protocolo microbiolégico incluiu a contagem de bactérias
aerdbias mesofilas, determinacao do NMP de coliformes a 35°C e a 45°C, de acordo com a
RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001 da ANVISA. Para o teste de susceptibilidade a
antimicrobianos foi utilizada a técnica de difusdo em placas segundo KIRBY-BAUER e CLSI,
para deteccdo de cepas produtoras de ESBL. Os antibioticos usados foram: amicacina
(30ug), ampicilina (10ug), ciprofloxacina (05ug), ceftazidima (30ug), estreptomicina (10ug),
doxiciclina (30ug), gentamicina (10ug), imipenem (10ug), sulfonamida (300ug) e
sulfametoxazol/trimetroprim (25ug). Das 80 amostras analisadas, a contagem de mesdéfilos
variou de <1,0 x 10 UFC/g a 6,3 x 10° UFC/g, 34 (43%) das amostras foram positivas para
coliformes a 35°C e 17 (21%) para coliformes a 45°C. Quanto ao teste de susceptibilidade
antimicrobiana, o maior percentual de resisténcia encontrado nas 11 cepas de Escherichia
coli foi a doxiciclina (91%); 27% das cepas foram 100% sensiveis a amicacina, gentamicina
e imipenem. Das 22 cepas de Klebsiella pneumoniae isoladas, a maior resisténcia foi a
ampicilina (94,5%); maior sensibilidade a gentamicina, sulfametoxazol/trimetroprim e
amicacina, 94,5%, 94,5% e 90%, respectivamente. Das 19 cepas de Enterobacter
aerogenes, 90,1% foram resistentes a ampicilina e 95,4% apresentaram sensibilidade a
ciprofloxacina. Das 11 cepas de Escherichia coli, 22 de Klebsiella pneumoniae e 19 de
Enterobacter aerogenes, apenas 4, 9 e 5 cepas apresentaram o fen6tipo produtor de ESBL,
respectivamente, e destas somente 3 (33%) das cepas de Klebsiella pneumoniae e 3 (60%)
das cepas de Enterobacter aerogenes foram confirmadas como produtoras de ESBL. Foi
possivel constatar que a carne de frango apresentaram falhas em relacdo a qualidade
microbiol6égica, como demonstrado pela presenca de elevado nimero de bactérias aerdbias
mesdfilas, coliformes a 35°C e coliformes a 45°C, sinalizando para o risco potencial de
ocorréncia de DTA, inclusive por microrganismos multi-resistentes a antimicrobianos e
produtores de ESBL. A implementagdo de um sistema de Analise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle (APPCC), envolvendo todas as etapas do processamento, pode
constituir uma medida eficaz para a melhoria da qualidade e seguranca do produto.

Palavras-chave: carne de frango, resisténcia antimicrobiana, ESBL.



ABSTRACT

The poultry processing industry depends on the biosafety and quality of the products offered
to the population, and is the cheapest and more affordable source of proteins. The intensive
production process of poultry products requires constant microbiological controls. This study
was aimed to assess the microbiological conditions of this product and to perform an
antimicrobial susceptibility test and the screening of ESBL-producing bacteria on the strains
isolated from the collected samples. Between April and November 2006, 80 samples of fresh
and freezed poultry meat marketed in the city of Fortaleza were collected. The
microbiological protocol included an aerobic mesophile bacterial count, and the
determination of the coliform MPN at 35°C and 45°C, according to the ANVISA (National
Sanitary Surveillance Agency) resolution RDC 12 of January 02, 2001. The susceptibility test
was carried out according to the disk diffusion technique (KIRBY-BAUER), and the screening
for ESBL-producing strains was performed by CLSI. The used antibiotics were amikacine
(30pg), ampicillin (10upg), ciprofloxacin (5ug), ceftazidime (30ug), streptomycin (10ug),
doxycycline (30ug), gentamicin (10upg), imipenem (10pg), sulphonamide (300ug) and
sulfamethoxazol/trimetroprim (25ug). The mesophile bacterial count in the 80 tested strains
ranged from <1.0 x 10 CFU/g to 6.3 x 10 CFU/g. 34 (43%) of the samples were positive for
coliforms at 35°C and 17 (21%) for coliforms at 45°C. In the 11 E. coli strains, the highest
resistance was found against doxycycline (91%), while 27% of the strains were 100%
sensitive to amikacin, gentamicin and imipenem. Within the 22 Klebsiella pneumoniae
isolated strains, the highest resistance was against ampicillin (94.5%), with the highest
sensitivity to gentamicin, sulfamethoxazol/trimetroprim and amikacin (94.5%, 94.5%, and
90%, respectively). Of the 19 Enterobacter aerogenes strains, 90.1% were resistant to
ampicillin and 95.4% showed to be sensitive to ciprofloxacin. Of the 11 strains of Escherichia
coli, 22 of Klebsiella pneumoniae and 19 of Enterobacter aerogenes, only 4, 9 and 5 strains,
respectively, showed to have an ESBL-producing phenotype, and only 3 (33%) of the K.
pneumoniae strains and 3 (60%) of the E. aerogenes strains were confirmed as being ESBL
producers. We verified the poultry meat to be microbiologically flawed, as shown by the high
number of mesophile aerobic bacteria and coliforms grown at 35°C and at 45°C, being a
warning sign for the occurrence of DTA, even by microorganisms resistant to multiple
antibiotics and ESBL producers. The implementation of a Hazard Analysis and Critical
Control Points (HACCP) system involving all the processing stages can be an effective
measure in order to improve the quality and safety of this product.

Key words: Poultry meat, antimicrobial resistance, ESBL.
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1- INTRODUGAO

O Brasil esta consolidado pela alta produtividade da atividade
agropecuaria, dentro da qual a avicultura vem se destacando no cenério
internacional. Qualidade e baixos custos sao fatores que colocam o Brasil como o 3°
maior produtor e maior exportador de frangos do mundo. O estado do Parand é o
maior produtor de frangos (18,6% da producdo nacional) e o oeste paranaense €&
responsavel por 47% da produgédo do estado (1,13 milhdes de aves/dia) (ABEF,
2007).

O consumo de carne de aves tem aumentado notoriamente em todo o
mundo, em virtude de fatores como a imagem saudavel do produto associada pelo
seu baixo teor de gordura e alto teor de proteina, disponibilidade crescente de
produtos processados a base de carne e seu baixo preco. No comércio brasileiro, as
carcagas podem ser encontradas na forma resfriada e congelada. O resfriamento
nao inviabiliza a presenca de bactérias como as do género Salmonella (PEREIRA et
al., 2003).

Como geralmente as condi¢des higiénico-sanitarias no abate de animais,
comercializagdo e consumo das carnes em nosso meio sao precarios, verifica-se a
presenca de microrganismos patogénicos, principalmente Salmonella em carnes e
produtos carneos, o que constitui um sério risco para a saude do consumidor, uma
vez que estes microrganismos sado potenciais causadores de toxinfecgoes

alimentares.

Normalmente, as carcagas de aves contaminadas com Salmonella sp
apresentam pequenos numeros de bactérias (<100 UFC/carcagas de ave), a menos
que haja um abuso de temperatura, ocorrendo, como consequiéncia, uma intensa
multiplicagéo (SIQUEIRA, 1995).

A presenga deste género, ainda que detectada através de uma Unica

Unidade Formadora de Colbnia, em alimento é totalmente inadmissivel (SILVA,
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2006). Os alimentos mais comumente envolvidos sdo carne moida, linglica e carne
de aves (PARDI et al., 1995).

E reconhecido mundialmente que os alimentos de origem animal sdo os
mais importantes na cadeia que envolve as doengas de origem alimentar. Se
pudermos identificar esses agentes nos alimentos sob estudo, teremos subsidios
para elaborar medidas de controle e prevenir sua distribuicdo no produto final e,
consequentemente, impedir sua ingestdo pela populacdo, diminuindo o risco de

doenga e de eliminagdo ao meio ambiente (DELAZARI, 1998).

A avaliagcdo microbiolégica dos alimentos é assunto de interesse, desde o
inicio da microbiologia como ciéncia. Esta avaliacdo constitui-se em um dos
parametros mais importantes para se determinar a qualidade e a sanidade dos
alimentos, e é igualmente importante para verificar se padrées e especificacoes
microbiolégicas nacionais e internacionais estdo sendo atendidas adequadamente
(KONEMAN et al., 2006).

As betalactamases de espectro expandido (ESBL) sdo encontradas mais
freqlientemente em algumas espécies de bactérias Gram negativas, principalmente
em amostras de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae. Trata-se de potente
enzima mediada por genes localizados em plasmidios e, portanto, com maior
facilidade de se disseminar rapidamente para outras enterobactérias, como por
exemplo, Enterobacter spp, Serratia spp, Proteus spp, Citrobacter spp, Salmonella
spp e outras. A prevaléncia da producao de ESBL entre os bacilos Gram negativos
varia nos diversos paises e também dentro de cada localizagdo geografica,
possivelmente devido ao uso maior ou menor, ou mesmo indiscriminado, de
determinados antimicrobianos. No Brasil, estudos recentes demonstram que a
producdo de ESBL por cepas de Klebsiella pneumoniae estd ao redor de 40%
enquanto que para Escherichia coli a taxa € de aproximadamente 8% (FRANCISCO
& JEA, 2006).

Atualmente, as ESBL representam o maior grupo de betalactamases

estudado mundialmente e tém sido motivo de extensivas investigacoes
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microbiolégicas, bioquimicas, genéticas e epidemiolégicas (PELCZAR JR. et al.,
1996).

A producdo de betalactamases de espectro expandido (ESBL) tem sido
descrita como um importante mecanismo de resisténcia a beta-lactamicos em
espécies da Familia Enterobacteriaceae, e seu achado constitui um dado clinico
relevante (FRANCISCO & JEA, 2006).

A detecgéo laboratorial de produtores de ESBL é importante para uma
terapéutica adequada e na implementacdo de medidas necessarias para evitar a
disseminacdo destes patogenos. As ESBL sdo enzimas que inativam os beta-
lactamicos, exceto carbapenemas e cefamicinas (REIS et al., 1998).

Portanto, este trabalho visa a execugdo de andlises microbiol6gicas,
testes de sensibilidade a antibiéticos, deteccao e confirmacao de cepas produtoras
de ESBL em carne de frango comercializada na cidade de Fortaleza, Ceara, para

avaliar a qualidade da carne oferecida aos consumidores.
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2- REVISAO DE LITERATURA

2.1- Producao, comercializacao e consumo de carne de frango

A moderna industria de frangos de corte surgiu somente por volta de 1940
e a carne de frango passou, entdo, a ser produzida em grandes quantidades. A
carne de frango serve como matéria-prima para a produgédo de diversos alimentos
devido ao seu baixo custo e sua excelente qualidade nutricional, entre outros
aspectos. Os produtos de carne de frango podem ser encontrados em pedacos,
como ingredientes de outros alimentos, na forma de patés, carcacas resfriadas ou
congeladas, demonstrando a versatilidade desse alimento que vem por tanto tempo
fazendo parte da alimentacdo humana (CHARLES, 2006).

As vantagens do consumo de carne de frango sdao muitas. Além de ser
uma excelente fonte de proteinas de facil digestdo e alta qualidade biolégica,
apresenta baixo teor de gorduras compostas por acidos graxos assimilaveis, é rica
em vitaminas, € um produto de facil aquisicdo e aceitavel por todas as camadas
sociais (FIGUEIREDO, 2006).

A demanda mundial de carne de frango aumentou e a producao brasileira
acompanhou o crescimento. O crescimento do setor avicola também demonstra
mudancas nos habitos alimentares da populacdo. Este aumento do mercado de
carne de aves ¢é significativo desde 1990. De acordo com a Associac¢ao Brasileira de
Produtores e Exportadores de Frangos (ABEF), em 1993, o consumo brasileiro de
carne de frango foi de 17,87 kg/habitante (ABEF, 2006b). J& em 2005, este consumo
foi de 33,34 kg/habitante demonstrando o aumento da opgéo pela carne de frango
por parte dos brasileiros. O aumento desse consumo pode ser explicado pelo fato da
carne de frango apresentar precos mais baixos do que as demais, pelos seus
diversos produtos derivados, pelas suas boas caracteristicas nutricionais, por nao
haver restricoes religiosas ao seu consumo, bem como pela sua forma de producao
flexivel e relativamente facil devido ao ciclo curto e intensificado da sua producéo
(ABEF, 2006a; SILVA, 2006).
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Nos EUA, o consumo de carne de frango também é crescente, conforme
demonstram as pesquisas do Departamento de Agricultura deste pais. Acredita-se
que a expansao do consumo continuara em 2006 com a expectativa de atingir 39,2
kg "per capita". Entretanto, a producao interna de carne de frango dos EUA manter-
se-a em indices inferiores, favorecendo o Brasil que € um pais exportador (ABEF,
2006Db).

No Brasil, a cadeia produtiva de carne de frango € uma das mais
importantes da agropecuaria. Nesta cadeia, podem-se incluir todos os itens do
sistema de produgao, processamento, mercado atacadista e varejista, ou seja, além
das granjas, a genética, a nutricdo, a sanidade, os equipamentos, a assisténcia
técnica, os laboratérios de diagndstico, as cooperativas de crédito, as plantas de
abate e processamento, os sistemas de transporte e comercializacdo, demonstrando
que a avicultura de corte de porte empresarial € importante para a geragao de renda,
emprego e divisas no pais (FIGUEIREDO, 2006).

Em 1998, a avicultura brasileira comecava a se destacar, dentro das
cadeias agro-alimentares, como a de maior eficiéncia no mundo (SILVA & DUARTE,
2002). Neste ano, o valor do produto interno bruto (PIB) da avicultura de corte no
varejo foi de R$ 3,12 bilhdes com ragado, R$1,08 bilhdes com salarios, R$ 339
milhdes com impostos indiretos e R$ 100 milhdes com pesquisa e desenvolvimento
superando o PIB da avicultura de postura (FIGUEIREDO, 2006).

A tecnologia existente no Brasil é bastante avangada e capaz de melhorar
sobremaneira a produgéo avicola nacional. Ha espago para produgao de carne em
quase todas as regides do pais e o produto apresenta-se competitivo em qualquer
mercado. A industria de frango supriu 0 aumento da demanda interna e das
exportagdes, por meio do aprimoramento tecnolégico da producgao, evidenciado pela
adocao de algumas medidas, como a constante selegcdo genética das aves, 0 que
ocasionou o0 rapido crescimento e uma melhor conversdo alimentar das mesmas,
além do controle profilatico de doencgas, responsaveis pelos principais problemas
econémicos (UBA, 2006).
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A cadeia de producao de carne de frango remunera relativamente bem o
trabalho e a producgao, contribuindo para o desenvolvimento econémico e social do
pais. A dimensdo e a organizacao da cadeia de carne de frango do Brasil fizeram
com que no ano de 1998, o pais se tornasse o terceiro produtor e exportador
mundial de carne de frango atingindo 4,7 milhdes de toneladas, inferior apenas aos
EUA e a China (ABEF, 2006a; FIGUEIREDO, 2006).

Em 1999, a producdo mundial de aves elevou-se em quase 3%,
continuando a expandir-se de forma mais rapida do que qualquer outro tipo de
carne. O aumento foi de aproximadamente 10% no Brasil que, juntamente com os
EUA e a China, respondia por mais da metade da producdo mundial de aves
(BROWN, 2006).

De acordo com a Organizacdo das Nacdes Unidas para a Agricultura e
Alimentacao, de 1991 a 2001, o plantel mundial de aves cresceu, aproximadamente,
36%, enquanto que o de bovinos e o de suinos apresentou um crescimento bem
inferior, de 3% e 5%, respectivamente. A producdo de carne de aves existe em
todos os continentes desde as criagcbes nas granjas até o processamento nas
industrias, sendo que a carne de frango representa mais de 90% do comércio de
carne de aves no mundo. O Brasil, os EUA, a China e a Unidao Européia sdo os
principais exportadores de carne de frango. A China, a Russia, o Japao, a Ardbia
Saudita e o México encontram-se como os maiores compradores. A produgao
brasileira de frangos de corte € um dos maiores sucessos do competitivo setor do
agronegocio, tornando o Brasil um dos principais paises no comércio internacional
de carne de frango devido aos investimentos para a obtencéo de alta qualidade nos
seus produtos. O produto brasileiro possui uma qualidade capaz de atender aos
exigentes mercados japonés e europeu, que compram desde cortes até os produtos
industrializados. Além disto, o Brasil vende frango inteiro para o Oriente Médio,
atendendo também as exigéncias de procedimentos Islamicos como o abate Halal
(SILVA, 2004; SILVA, 2006).

Os ultimos dados da ABEF demonstram que, em 2005, o consumo de
carne de frango no mercado interno alcangou 5,9 milhdes de toneladas ficando em

torno de 33 kg/habitante e que o volume de exportacdao alcancou a 1,9 milhdes de
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toneladas (ABEF, 2006b). O Brasil, em 2005, atingiu uma producéo de 7,8 milhdes
de toneladas, o setor avicola apresentou um crescimento de 4,34% e foram abatidos
no pais 3,71 bilhdes de frangos. O numero de paises compradores da carne de
frango brasileira neste ano ja era de 122, sendo que 1,92 milhdes de toneladas de
frangos inteiros e cortes e 37,7 mil toneladas de produtos processados foram
exportados neste mesmo ano (UBA, 2006; ABEF, 2006a).

Segundo a Unido Brasileira de Avicultura (UBA), o setor avicola é o
terceiro maior exportador de alimentos do Brasil (UBA, 2006). As estimativas de
producdo para 2004 foram de 8,4 milhdes de toneladas de carne de frango
superando em 10,5% a producao de 2003. As exportagdes brasileiras de frango, em
2004, apresentaram um aumento de aproximadamente 46%, totalizando 2,49
milhdes de toneladas. Nesse mesmo ano, a producdo avicola cresceu
principalmente devido ao aumento do volume de alojamento de matrizes, o que criou
condicoes para o aumento da produgao. A projecao para 2007 € de 8,8 milhdes de
toneladas, 5% a mais do que a producédo de carne de frango prevista para 2006
(UBA, 2006; ROCHA, 2007).

A qualidade e a competitividade do produto brasileiro sdo confirmadas
pelo aumento no consumo interno e no volume de carne exportada (ABEF, 2006b).
O otimismo do setor que confia no continuo crescimento do Brasil prevé que o
consumo no mercado interno, em 2007, também sera favorecido (ROCHA, 2007).
Paises como a Tailandia, um dos principais afetados pela influenza aviaria ou gripe
avidria, estao se voltando aos seus mercados internos devido ao embargo de varios
paises aos seus produtos. Como a Asia ainda se recupera dos problemas
ocasionados pela gripe das aves, o Brasil beneficiou-se disso em 2005, por ser livre
dessa doenca, e o crescimento da producdo do pais ter sido sustentado pela
continua demanda internacional (ROCHA, 2007). Alguns estudos relatam que o
indice de crescimento demografico sera maior em paises que possuem um baixo
consumo de carne de aves, por sua vez aumentando a demanda por estas carnes, o

que é de grande valor para paises exportadores como o Brasil (SILVA, 2006).

A disponibilidade da producdo de graos condiciona a producdo de

proteinas de origem animal. Nas préximas duas décadas, estima-se um aumento de
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30% da demanda mundial de carne. Pelo seu potencial, o Brasil € o pais com maior
possibilidade de ser o provedor das necessidades mundiais de produtos avicolas no
futuro (SCHORR, 2002). A boa qualidade da avicultura brasileira é o resultado do
processo de integracdo bem estruturado entre a industria e os produtores avicolas
(SILVA, 2004).

A globalizacao da economia € responsavel pela necessidade de melhorar
as tecnologias utilizadas nas atividades avicolas, pois a competitividade no setor é
muito grande e o consumidor, cada vez mais exigente, requer a presenga de
produtos de alta qualidade. Ao mesmo tempo, com a globalizagédo, a qualidade dos
alimentos passou a ser uma questao estratégica primordial nas negociagdes entre
0S paises, pois constitui razdo direta dos lucros ou prejuizos no comeércio
internacional de alimentos. Isto pode ser observado no nosso dia-a-dia, quando
lemos nos jornais noticias da suspensao da compra de determinado alimento por um
pais, devido a nao satisfacao de pré-requisitos qualitativos a entrada do mesmo em
outros mercados. Nao ha duvidas: a qualidade dos produtos alimenticios se tornou
instrumento poderoso da guerra comercial entre paises que entram em disputa por
maior acesso de seus produtos a economia global. Nesse sentido, as disputas do
Brasil, como um dos maiores produtores de alimentos em termos mundiais, na
Organizagao Mundial do Comércio, com economias da dimensdo da norte-
americana e da chinesa nao deixa margem a duvidas (QUEVEDO, 2007; SILVA,
2006).

2.2- Microbiota da carne de frango

7

A microbiota inicial da carne de frango € muito variada, a maioria dos
microorganismos que alteram a carne fresca refrigerada sdo bactérias psicrotroficas
dos géneros Pseudomonas e Moraxella/Acinetobacter, estando também presentes
espécies anaerdbias facultativas como enterobactérias psicrotroficas Aeromonas sp,
Shewanella putrefacins e microrganismos gram-positivos como Lactobacillus sp e
Brochorix thermosphaca. Na carne de aves podem ser isoladas bactérias mesofilas

produtoras de toxinfecgdes alimentares como Salmonella sp, Clostridium botulinum,
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Clostridium perfringens, Campylobacter sp, Escherichia coli enterohemorragica e

ainda Listeria monocytogenes (SILVA, 1998).

O mecanismo de contaminacdo da carcaca de aves, durante o
processamento, envolve inicialmente a retencédo das bactérias numa camada liquida
sobre a pele, para que essa camada de microrganismos possa aderir-se
convenientemente. A carga microbiana das carcagas de frango e seus derivados séo
representados por uma microbiota oriunda, principalmente, das aves vivas e, outra
parte, incorporada em qualquer uma das etapas do abate ou do processamento. A
microbiota da ave viva se encontra essencialmente na superficie externa, espaco
interdigital e tegumentos cutaneos, no trato digestivo e, em menor grau, no aparelho
respiratorio (BOULOS, 1999).

2.2.1- Bactérias aerdbias mesdfilas

As bactérias aerobias mesofilas sdo constituidas por espécies de
Enterobacteriaceae, Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, Streptococcus etc. A
contagem padrdo em placa (PCA) tem sido usada como indicador da qualidade
higiénica dos alimentos, fornecendo também idéia sobre seu tempo dutil de
conservagao (SILVA et al.,, 1997). Sua presenga em grande numero indica matéria-
prima excessivamente contaminada, limpeza e desinfeccdo de superficies
inadequadas, higiene insuficiente na producao e condi¢gbes inapropriadas de tempo
e temperatura durante a produgao ou conservagao dos alimentos (SIQUEIRA, 1995).

A maioria dos microrganismos que se encontra nas aves vivas Sd0 0S
aerébios mesofilos, e poucos conseguem se desenvolver em temperaturas inferiores
a 7° C. Mesmo que os patdgenos estejam ausentes e que nd&o tenham ocorrido
alteragbes nas condigdes sensoriais do alimento, um numero elevado de

microrganismos indica que o alimento é insalubre, com exce¢do dos alimentos
fermentados (CARDOSO et al., 2005).
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2.2.2- Coliformes a 35°C e Coliformes a 45°C

A presenca de coliformes nos alimentos é de grande importancia para a
indicacdo de contaminacdo durante o processo de fabricagdo ou mesmo pos-
processamento. Segundo FRANCO & LANDGRAF (1996) os microrganismos
indicadores sdo grupos ou espécies que, quando presentes em um alimento, podem
fornecer informagdes sobre a ocorréncia de contaminagao fecal, sobre a provavel
presenca de patdgenos ou sobre a deterioragdo potencial de um alimento, além de
poder indicar condi¢des sanitarias inadequadas durante o processamento, producao

ou armazenamento.

Em geral as bactérias do grupo coliformes sado prejudiciais para os
alimentos, onde sua presenga determina inutilidade dos mesmos (FRAZIER, 1976).

A maioria dos coliformes s&o encontrados no meio ambiente, essas
bactérias possuem limitada relevancia higiénica, devido ao fato de os coliformes
serem destruidos com certa facilidade pelo calor, sua contagem pode ser Gtil em

testes de contaminagdes pos-processamento. (FORSYTHE, 2002).

O grupo de coliformes é constituido de uma microbiota grandemente
associada a carne de aves. Dentre elas, a Escherichia coli normalmente alcanca
populagbes de 10°UFC/g da carcaca sob condicdes normais de obtencédo
(DELAZARI, 1998).

A Escherichia coli faz parte da microbiota entérica de mamiferos e aves, é
uma bactéria Gram negativa, pertencente a familia Enterobacteriaceae, atuando
como um anaeroébio facultativo, pois possui metabolismo respiratorio e fermentativo;
a maioria das espécies € modvel, possuindo flagelos peritriqueos (FERREIRA &
KNOBL, 2000).

Os principais agentes de infecgdes intestinais entre outros se encontram
as enterobactérias, destacando-se como um microorganismo de interesse em

alimentos a Escherichia coli O157:H7. Sua designacao surgiu inicialmente em 1982,
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apos ter sido implicada como agente etiolégico da colite hemorragica
(NASCIMENTO & STAMFORD, 2000).

Bactérias que pertencem ao grupo coliforme tém como habitat o trato
intestinal do homem e de outros animais (PARDI et al., 1995; SILVA & JUNQUEIRA,
1995; WANDERZANT & SPLITSTOESSER, 1996) e espécies dos géneros
Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella podem persistir por longos periodos e se
multiplicarem em ambientes nao fecais (SIQUEIRA, 1995). Essas bactérias sao
prejudiciais para os alimentos, onde sua presenca determina inutilidade dos mesmos
(FRAZIER, 1976). E. coli € o mais importante indicador de contaminagdo fecal
(VANDERZANT & SPLITTSTOESSER, 1996), embora possa ser introduzida nos
alimentos a partir de fontes néo fecais (SILVA & JUNQUEIRA, 1995).

O grupo dos coliformes totais inclui todas as bactérias na forma de
bastonetes gram-negativos, ndo esporogénicos, aerébios ou anaerodbios facultativos,
capazes de fermentar a lactose com producdo de gas, em 24 a 48 horas a 35°C.
Esta definicdo é a mesma para o grupo de coliformes fecais, porém, restringindo-se
aos membros capazes de fermentar a lactose com producao de gas, em 24 horas a
44,5-45,5°C (SILVA & JUNQUEIRA, 1995; SILVA et al., 1997).

O indice de coliformes totais avalia as condigdes higiénicas € o de
coliformes fecais € empregado como indicador de contaminagédo fecal e avalia as
condicoes higiénico-sanitarias deficientes, visto presumir-se que a populacado deste

grupo é constituida de uma alta proporgao de E. coli (SIQUEIRA, 1995).

Segundo SIQUEIRA (1995) o indice de coliformes fecais € utilizado como
indicador de contaminacao fecal, ou seja, de condigdes higiénico-sanitarias, visto
que a populacédo deste grupo € constituida de uma alta propor¢do de Escherichia
coli, que tem seu habitat exclusivo no trato intestinal do homem e animais. Além
disso, indicam condicbes sanitarias inadequadas durante 0 processamento,
producdo ou armazenamento, e altas contagens podem significar contaminagéo pos-
processamento, limpezas e sanificacdes deficientes, tratamentos térmicos

ineficientes.
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A presenga de Coliformes totais e Escherichia coli em alimentos
processados segundo SILVA et al. (1997) é considerada uma indicagao util de
contaminacdo pés—sanitizacdo ou pos-processo, evidencialmente praticas de
higiene e sanificacdo aquém dos padrées requeridos para o processamento de

alimentos.

2.2.3- Salmonella

A denominagdo Salmonella sp compreende bacilos Gram negativos néo
produtores de esporos anaerobios, produtores de gas a partir de glicose (exceto S.
typhi) e que sdo capazes de utilizar o citrato como Unica fonte de carbono. A maioria
€ movel, através de flagelos, excecao feita a S. pullorum e a S. gallinarium, que séo
imoveis (FRANCO & LANDGRAF, 1996).

InUmeros surtos de infeccao alimentar por Salmonella sdo conhecidos,
envolvendo os mais variados tipos de alimentos, principalmente os de origem
animal. Os alimentos que comumente servem de veiculo da salmonelose ao homem

S80 0s 0vos, a carne de aves e outros tipos de carnes e seus derivados (JAY, 2000).

Atualmente, Salmonella € um dos microrganismos mais frequentemente
envolvidos em casos de doencas de origem alimentar em diversos paises, inclusive
o Brasil, apesar da dificuldade de uma real avaliagdo em nosso pais, uma vez que
notificacdo de doengas por alimentos ndo € obrigatéria (PICCOLO et al., 1992).
Dados publicados nos Estados Unidos, Canada e Japao indicam que os relatos de
ocorréncia de salmoneloses de origem alimentar aumentam a cada ano, enquanto
na Inglaterra e paises vizinhos 90% dos casos sdo causados pela referida bactéria
(FRANCO & LANDGRAF, 1996).

Salmonella sp estda amplamente distribuida na natureza, sendo o trato
intestinal do homem e de animais o principal habitat natural. Entre os animais, as
aves sdao as mais significativas, pois sdo portadoras assintomaticas, excretando

continuamente Salmonella sp por meio das fezes. Animais, nestas condicoes,
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causam contaminacdes cruzadas de grande importancia nos abatedouros, assim
como a sua manipulacédo inadequada ou qualquer outra falha que venha ocorrer
durante o processamento. Os sintomas de salmonelose caracterizam-se por diarréia,
febre, dores abdominais e vomitos (FRANCO & LANDGRAF, 1996).

A ocorréncia e a quantidade de Salmonella presente na carne variam de
acordo com as condi¢cdes de manejo durante a criagdo e com os cuidados higiénicos
nas operacoes de abate dos animais e posterior manipulacédo das carcacas. Apesar
dos avangos tecnoldgicos, a carne de frango ainda € passivel de contaminagéo
bacteriana, especialmente por microrganismos do género Salmonella que se
encontram albergados no trato intestinal podendo contaminar as carcagas bem
como outros produtos caso o processo de abate ndo seja realizado com cuidados
higiénicos (CARVALHO & CORTEZ, 2005).

Apesar do aparecimento de novos microrganismos no cendrio das
enfermidades transmitidas por alimentos, a Salmonella ainda ocupa lugar de
destaque nas estatisticas epidemiolégicas. Em levantamento realizado no Reino
Unido no periodo de 1992 a 1998, ocorreram 4.012 surtos de doengas infecciosas
intestinais; a incidéncia deste microrganismo foi responsavel por 22% destes surtos.
Na América Latina, Salmonella sp foi a segunda maior causa de infeccbes
veiculadas por alimentos no periodo de 1995 a 1998 (SANTOS et al., 2003a).

No periodo entre 1985 e 1996, GELLI et al. (1998) verificaram que das
cepas de Salmonella isoladas no estado de S&o Paulo, 34% eram provenientes de
carnes vermelhas e derivados, 31,5% originadas de aves e derivados e 10,6%
encontradas em ovos e derivados. As demais estavam presentes em diferentes
alimentos.

Em um levantamento realizado pelo PUBLIC HEALTH LABORATORY
SERVICE DO REINO UNIDO (2007) no periodo de 1992 a 1998, do total de 4012
surtos de doengas infecciosas intestinais ocorridas na Inglaterra e Pais de Gales,
Salmonella sp foi 0 mais freqliente microrganismo incriminado, sendo responsavel
por 879 (22%) surtos.
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O género Salmonella inclui varios sorotipos patogénicos para 0 homem e
animais. Este género pertence a familia das Enterobacteriaceas e as principais
fontes de infeccdo sdo fezes humanas e de animais (FRANCO & LANDGRAF,
1996). Os sorotipos mais associadas as infeccées alimentares sdo Salmonella
enteritidis e Salmonella typhimurium. Até 15 anos atras as estatisticas mostram que
a freqiéncia de isolamentos de Salmonella enteritidis em humanos em varios
paises, raramente ultrapassou 5% do total das salmonelas implicadas em casos
clinicos. A partir da segunda metade dos anos 80 a casuistica aumentou de forma
alarmante. A Argentina registrou 150 surtos em humanos entre 1986 e 1993 e no
Brasil a frequéncia de achados de Salmonella enteritidis no inicio dos anos 90 pela
Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) também reflete um crescimento (REIS et al,
1994).

A Salmonella enteritidis ¢ o0 segundo sorotipo mais comumente
encontrado em alimentos. Nos Ultimos anos, tem-se observado um aumento da
incidéncia de salmonelose causada por S. enteritidis, envolvendo ovos e produtos a
base de ovos. Esse sorotipo tem a peculiaridade de colonizar o canal ovopositor das
galinhas, causando a contaminagcdo da gema durante a formagdao do ovo
(LANDGRAF & FRANCO, 1996). E hoje em alguns paises o principal sorotipo
isolado de produtos avicolas e amostras clinicas de pacientes com gastroenterites
devido a surtos alimentares (CAPITA et al., 2000; OLSEN et al., 2003; SANTOS et
al., 2003b). Nas ultimas duas décadas este sorotipo representou de 0,4-1% de todos
0s sorotipos isolados de infeccdo humana, mas a partir de 1993, passou a ser
isolado com maior frequiéncia, alcangando em 1996, 55% das cepas de materiais
humanos e 32,7% daqueles de origem ndao humana (OLSEN et al., 2003;
TAVECHIO et al., 2002).

No Brasil até o inicio de 1990, a Salmonella enteritidis era apenas mais
uma salmonela raramente responséavel por toxinfeccdes alimentares (TAUNAY et al.,
1996). A partir de 1993 houve uma explosao da ocorréncia de Salmonella enteritidis
em humanos (TAVECHIO, 1996). Nos anos de 1994 e 1995 pesquisadores
demonstraram que os produtos avicolas eram os mais contaminados por Salmonella
enteritidis (IRINO, 1996).



30

A presenca de Salmonella enteritidis no alimento nao significa,
necessariamente que havera a contaminagdo do consumidor. No entanto, as
chances de ocorréncia de uma infecgédo alimentar aumentam, caso os alimentos nao
sejam manipulados corretamente. A manipulacao inadequada pode favorecer a
multiplicagé&o bacteriana, aumentando o numero de bactérias ingeridas (NADVORNY
et al., 2004).

As salmonelas que causam toxinfec¢des alimentares sao classificadas em
mais de 2000 sorotipos capazes de infectar o homem e os animais. Elas atingem os
alimentos direta ou indiretamente, através dos excrementos dos animais na hora do
abate, como também dos excrementos de pessoas ou agua poluida. Nas cozinhas,
elas podem ser transferidas dos alimentos crus para os cozidos, pela manipulagéao,

superficies, utensilios e outros equipamentos (DELU et al., 2006).

Quando as salmonelas estdao presentes no alimento, em geral, a
quantidade é pequena em relacdo ao restante da microflora, por conseguinte, torna-
se necessario o emprego de meios de pré-enriqguecimento seletivos para melhor
isolamento (ALBUQUERQUE et al., 2000).

Normalmente as carcacas contaminadas com Salmonella sp apresentam
pequenos numeros de bactérias (<100 UFC/carcacas de ave), a menos que haja um
abuso de temperatura ocorrendo como consequéncia, uma intensa multiplicagdo
(MEAD, 1989). A presenca deste género ainda que detectada através de uma uUnica
unidade formadora de col6nia em alimento é totalmente inadmissivel (SILVA et al.,
1997). O Codex Alimentarius recomenda a auséncia de qualquer sorovar de
Salmonella em 25 gramas da amostra analisada (SILVA & DUARTE, 2002).

A carga microbiana de carcacas de frangos e seus derivados é
representada por uma microbiota oriunda, principalmente, das aves vivas ou
incorporadas em qualquer uma das fases do abate, sendo as mais criticas a
escaldagem, a depenagem e a evisceragdo (ALMEIDA & SILVA, 1992). Estudos
mostram um aumento significativo na incidéncia de Salmonella nas carcagas ao final

da etapa de resfriamento, indicando que esse pode ser o ponto de maior
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significancia em contaminacao cruzada dentro do processamento de carnes de
frango (LILLARD, 1990).

KVENBERG & ARCHER (1987) afirmaram que grande parte das doencas
de origem alimentar, sdo provocadas por Salmonella spp, ocasionadas pela ingestao
de carnes ou produtos derivados, submetidos a coccao em temperaturas inferiores

as recomendadas para destruir esse microrganismo.

A contaminacdo de frangos por Salmonella sp pode estar relacionada
com a forma em que os mesmos sao transportados. As aves normalmente séo
confinadas e aglomeradas em caixas por longas distdncias em condi¢coes
inadequadas no aspecto sanitario, aumentando assim o risco de contrair infec¢des
cruzadas por salmonelas. As operacdes de abate e processamento das carcacas
também contribuem para a disseminagao e multiplicagdo das salmonelas que podem
ocorrer por meio da agua de escaldagem, no processo de depenagem, na
contaminacdo cruzada de equipamentos e utensilios contaminados, no manuseio
inadequado durante o corte e evisceracao e no acondicionamento que normalmente
é realizado a temperatura ambiente até a sua comercializagdo (TIROLLI & COSTA,
2006).

Nos trabalhos de inspecao sanitaria e controle de qualidade, é grande o
interesse na avaliacdo do diagndéstico, controle e medidas preventivas, quer pelo
risco da ocorréncia nos processamentos associados ao mercado interno, quer pelas
exigéncias dos importadores de carnes e derivados (CARDOSO et al., 2000).

Portanto, é de fundamental importancia a sua avaliacdo e o
estabelecimento de medidas preventivas necessérias para evitar a contaminagao
por Salmonella sp mediante programas de controle de qualidade e seguranca
alimentar como as Boas Praticas de Fabricacao (BPF) e Analise de Perigos e
Pontos Criticos de Controle (APPCC).
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2.2.4- Staphylococcus aureus

Na microbiologia de alimentos, Staphylococcus aureus merece destaque
pela sua freqiéncia e devido as intoxicagbes alimentares causadas pelo consumo
de alimentos contendo enterotoxinas termoestaveis. De acordo com BERGDOLL,
(1999) as enterotoxinas estafilococicas sdo proteinas de baixo peso molecular que
varia de 27000 a 29000 daltons. Sao classificadas sorologicamente em SEA, SEB,
SEC1, SEC2, SEC3, SED, SEE, SEG, SEH, SEl e SEJ (CARMO et al., 2002). Novas
enterotoxinas estdo sendo estudadas como SEK (ORWIN et al., 2001), SEL (ORWIN
et al., 2003), SEM, SEN, SEO (JAURRAD et al.,, 2001; LOIR et al., 2003) e SEU
(LETERTRE et al., 2003).

A contaminacao de carcagas de frango tem importantes implicacdes para
a seguranca e o tempo de prateleira do produto (CAPITA et al., 2001). Os
microrganismos dos produtos de origem animal procedem de sua flora superficial, de
suas vias respiratorias e do tubo gastrintestinal. A pele de muitos animais produtores
de carne pode conter microrganismos como Micrococcus, Staphylococcus e
Streptococcus beta-hemoliticos (FRAZIER & WESTHOFF, 2000).

A carne de frango (com elevado teor protéico) tem sido implicada em
varios casos de intoxicacdo alimentar, inclusive por Staphylococcus aureus
(SHIOZAWA et al., 1980; ABU-RUWAIDA et al., 1994).

Os produtos carneos sao considerados de qualidade microbiolégica
aceitavel quando atendem critérios determinados pela legislagéo vigente. A Portaria
n° 451/97 do Ministério da Saude (BRASIL, 1997) estabelecia como norma para
carne de aves a auséncia de Salmonella em vinte e cinco gramas do produto. Tal
Portaria foi revogada pela Resolugdo n® 12/01, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (BRASIL, 2001), que determina apenas a contagem de coliformes a 45°C,
ndo considerando microrganismos importantes como Salmonella e Staphylococcus

aureus.
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2.2.5- Aeromonas

Segundo SCHOFIELD (1992) grande parte das toxinfecgdes alimentares
€ causada por espécies de bactérias que ndo sdo comumente pesquisadas durante
as investigacdes de surtos. Entre essas bactérias estdo as Aeromonas méveis
(HANDFIELD et al., 1996).

FIGURA & MARRI (1985) e KIROV (1993) afirmaram que as Aeromonas
podem chegar aos alimentos pela agua contaminada, fezes de animais que
albergam a bactéria e pessoas doentes ou portadoras que manipulam alimentos.
Segundo os autores, ha ainda a possibilidade de contaminag¢do das carcagas pelo

conteudo gastrintestinal no momento da evisceracao.

A &gua é considerada habitat natural do género Aeromonas e exerce
papel de extrema importancia como fonte de contaminacao dos alimentos de origem
animal (HANNINEN & SITONEN, 1995). Aeromonas foram isoladas de &guas
cloradas e nao cloradas, 4,6 e 42,4%, respectivamente, conforme resultados obtidos
por FUZIHARA et al. (1995) em pesquisa realizada no interior do Estado de Séo

Paulo.

Diferentes estudos tém evidenciado a ocorréncia de Aeromonas sp em
alimentos de origem animal (PIN et al., 1994; ROSSI JUNIOR, 1998), e em relagdo a
carcaca de frangos e produtos da industria avicola podem ser citados os trabalhos
de CWIKOVA et al. (1993) e NOCITI et al. (1999).

Pouco se conhece sobre o significado dessa bactéria em alimentos de
origem animal no Brasil, principalmente sobre as fontes de contaminagdo e sua

disseminagé&o para a carne de frango na linha de processamento.

FIGURA & MARRI (1985) e KIROV (1993) afirmaram que as fezes de
animais portadores da bactéria sdo importante fonte de contaminagao dos alimentos,
0 que ressalta a possibilidade de contaminacdo da carcaga pelo conteudo

gastrintestinal no momento da evisceracao, principalmente no sistema automatizado
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de abate de aves, decorrente do rompimento do aparelho digestivo no momento da

extracao.

A presenca de Aeromonas nas fezes sugere que as aves possam ser
portadoras assintomaticas do microrganismo e que podem eliminar esse agente
pelas fezes durante o transporte, disseminando-o nas gaiolas que normalmente sao

transportadas empilhadas, contaminando as penas.

Em trabalho realizado por COSTA & ROSSI JUNIOR (2002) analisando
carcagas de frangos, 72% delas apresentaram contaminagcdo por Aeromonas,
sugerindo serem fontes de disseminacdo do microrganismo para a agua do pré-
resfriamento, a qual apresentou 80% de amostras contaminadas. O tanque de pré-
resfriamento foi o local de maior isolamento de Aeromonas, constituindo-se em
importante ponto de contaminagdo das carcagas que |4 sdo imersas e saem prontas
para o consumo. Esse fato foi confirmado por MAY (1974) ao analisar carcacas de
frango antes e ap6s a imersao no tanque de pré-resfriamento, e observar que apos a
imersao houve reducado na populacao microbiana da superficie da carcaca, o que

contribuiu para a elevacéao do nivel de contaminacao da agua do tanque.

Os resultados demonstram que, independentemente do controle
higiénico-sanitario adotado no abatedouro, as carcacas de frangos podem se
contaminar com bactérias do género Aeromonas ainda no seu processo de
obtencdo. As fezes e as penas podem desempenhar papel significativo na
disseminagdo desse microrganismo em todas as fases do abate, inclusive em
carcagas resfriadas e prontas para a comercializagdo, o que pode determinar risco a

saude do consumidor.
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2.2.6- Campylobacter

Campylobacter € um microrganismo Gram-negativo, geralmente de forma
espiralada, nao formador de esporos que causa doenga no homem e em animais. A
maioria das infeccdes humanas é causada pelo Campylobacter jejuni. Esse
microrganismo € comum em aves, que albergam esse microrganismo sem ficarem
doentes. Campylobacter € um microrganismo muito fragil, ndo suportando a
desidratacdo e a presenga de oxigénio. O congelamento reduz o numero de
Campylobacter presente nas carnes cruas (FRANCHIN et al., 2005).

A maioria das infecgdes por Campylobacter possui carater zoonético, e os
mecanismos de transmissdo ocorrem por meio de contato direto com animais
domésticos ou do consumo de subprodutos comestiveis de origem animal
contaminada pelo microrganismo, sendo esta via de contagio considerada a mais
importante. As aves constituem os maiores reservatérios do Campylobacter jejuni e
Campylobacter coli, e os produtos avicolas comercializados sao vistos como
importante veiculo de transmissao desse agente para o homem (ALTEKRUSE et al.,
1994)

Campylobacter jejuni e Campylobacter coli sdo amplamente isolados de
animais de sangue quente, mas estdo mais bem adaptados as aves, devido as
condicoes favoraveis para suas colonizagdes no trato gastrintestinal (MODOLO et
al., 2005).

Nos ultimos anos tém-se reconhecido Campylobacter jejuni como uma
causa comum de gastroenterite e enterocolite em humanos, principalmente nos
paises em desenvolvimento (SALEHA et al., 1998), o qual vem se destacando como
um dos microrganismos emergentes de origem alimentar em diversas partes do
mundo (AQUINO et al., 1995).

Evidéncias epidemioldgicas tém sugerido os produtos de origem animal,
especialmente os produtos avicolas, como principal veiculo para infeccdo humana

(MACHADO et al., 1994), uma vez que o trato intestinal das aves domésticas tem
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sido demonstrado como o principal reservatério de Campylobacter jejuni
(MACHADO, 1992) e que aproximadamente 30 a 100% das aves transportam este
agente no intestino (DOYLE, 1988).

Campylobacter jejuni tem sido detectado a partir de fezes de frangos em
83% (GRANT et al., 1980), 86,8% (JARAMILO, 1983) e 90% (BLASER et al., 1980)
das amostras examinadas. Desta maneira, durante o processamento de abate, as
carcagas € visceras comestiveis podem se contaminar e o agente ser detectado no
produto acabado e pronto para o consumo (ALMEIDA & SERRANO, 1987; SAKUMA
et al., 1992; CARVALHO & COSTA, 1996; CARVALHO, 1998).

De acordo com BAILEY (1993) na granja as principais fontes de
contaminacgao dos lotes, podem ser a racao contaminada, a transmissao horizontal e
0 ambiente de criagdo contaminado, envolvendo vetores como roedores, insetos,

passaros silvestres, animais domésticos e 0 homem.

2.3- Seguranca Alimentar dos produtos avicolas

As doengas veiculadas por alimentos, constituem-se hoje em um dos
problemas de saude mais disseminados e uma importante causa da reducédo da
produtividade econémica. A importancia destas doengas como um problema real de
saude da populagéao é, no geral, subestimado porque a verdadeira incidéncia € de
dificil avaliacao e a severidade das consequiéncias a saude ou a economia ndo sdo
devidamente analisadas (CARDOSO et al., 2005).

A importancia da segurancga alimentar para a saude publica estd mais do
que comprovada, principalmente ao se considerar os dados atuais referentes ao
surgimento e reaparecimento de diversas doencas veiculadas por alimentos. No
seguimento de produtos carneos, as exigéncias do mercado externo impulsionaram
diversas medidas visando a qualidade do produto oferecido, o que acabou refletindo
no mercado interno, tornando os consumidores mais conscientes da importancia da
qualidade do produto adquirido (NASCIMENTO, 2002).
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A higiene dos alimentos é um tépico muito extenso, tendo como objetivo o
estudo de métodos para a producao, preparo e apresentacdo dos alimentos com
seguranca e qualidade (HOBBS & ROBERTS, 1993).

Apesar de exaustivos esclarecimentos sobre higiene dos alimentos,
visando a prevencao de doengas de origem alimentar, a incidéncia de surtos e casos
esporadicos de contaminagbes alimentares continua a crescer. Esta situagao tende
a ser mais grave em paises em desenvolvimento como o Brasil, onde as condi¢des

de infra-estrutura e educacgao sanitéria sao precarias (MENDONCA, 2002).

A contaminagdo dos alimentos geralmente é proveniente de sua
produgéo, por isso deve-se sempre averiguar a procedéncia do material e de seu
processamento, e as condicdes em que sdo manipulados para sua industrializacéo e
comercializacdo (DELU et al., 2006).

Segundo HOBBS & ROBERTS (1993) aproximadamente 70% dos
incidentes de toxinfecgbes alimentares em que o veiculo alimentar é estabelecido,
pratos a base de carne ou frango sdo os incriminados, tendo recebido por parte do
consumidor muita atencdo e preocupacao (NASCIMENTO et al., 1996). Pesquisas
realizadas em varios paises demonstraram que a carne de frango e a carne
vermelha sao as maiores causadoras de salmonelose. A carne de aves teve seu
consumo aumentado nos ultimos anos, quer em decorréncia da elevagao de pregos
de outras fontes protéicas de origem animal, quer em conseqiéncia da alteragédo
dos habitos alimentares da populagédo (BERCHIERI JR et al., 1993).

A carne, mesmo que seja obtida de animais sadios, pode ser
contaminada durante os processos de abate e industrializacdo, bem como nos locais
de comercializagdo, indicando necessidade de treinamento e orientacdes corretas
de manipulagao de alimentos aos pequenos produtores e comerciantes (CHESCA et
al., 2004).

Uma das grandes preocupacdes no abate de aves é a obtencado da carne
desses animais com a menor quantidade possivel de contaminacdo, devendo

permanecer em niveis baixos durante todo o processamento. Os cuidados
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observados em alguns estabelecimentos e indlstrias muitas vezes séao
negligenciados e ainda podem-se encontrar estabelecimentos comerciais que
vendem carne de frango em condicées higiénico-sanitarias insatisfatorias,

fornecendo ao consumidor um produto inadequado (GONGALVES et al., 1998).

A contaminacao de carcagas cruas de aves nao é considerada como um
risco para o0 consumidor porque se espera que estas sejam suficientemente
aquecidas antes do consumo, eliminando assim o patégeno. Mas no caso de
praticas inseguras de manufatura, durante a preparagdo destes produtos, a
sobrevivéncia e distribuicdo de Salmonella para outros produtos sdo estimuladas
(DELU et al., 2008).

E, portanto, bastante preocupante constatar que, apesar de toda evolugéo
tecnolégica nas varias fases das cadeias produtivas dos alimentos, nota-se uma
ocorréncia crescente das enfermidades transmitidas pelos alimentos, quer sejam
causadas por contaminacao proveniente do local de producdo, ou na fase de
processamento, comercializagdo, manipulacdo inadequada do consumidor, entre
outras (RODRIGUES & SALAY, 2000).

Atualmente, o método mais recomendado para garantir a seguranca de
um produto alimenticio denomina-se Sistema de Andlise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle (APPCC) ou Hazard Analysis and Critical Control Point System
(HACCP). O APPCC ¢é uma proposta sistematizada de identificacdo, determinacao e
controle de perigos, como meio de garantir a producdo de alimentos seguros e
inécuos para o consumo, cujo principal objetivo & evitar que as falhas ocorram. E um
sistema preventivo de controle de qualidade, cujos principios sao aplicaveis a todas
as etapas da cadeia alimentar, desde a agricultura basica e pecuaria, até a utilizagdo
do alimento pelo consumidor. O sistema HACCP n&o é a solucdo de todos os
problemas de seguranca alimentar, sendo apenas uma ferramenta, ja que se 0s
dados gerados pela sua implantacdo nao forem adequadamente avaliados e
utilizados, o esforgco sera desperdicado. No Brasil, as corporagées do ramo
alimenticio devem adotar esse método conforme determina a portaria 1428, de 23

de novembro de 1993.
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2.4- Pontos Criticos de Controle na contaminacao das carcacas

A contaminagao das carcacas de frango “in natura” pode ocorrer durante
o abate, por contato entre aves sadias e aves contaminadas, isto é, por
contaminacgao cruzada durante o processo e subseqliente preparacao das carcacas
(HILTON et al., 1986).

Como os alimentos in natura podem conter microrganismos, a
preservagao de alimentos requer o conhecimento de como controlar o crescimento e
atividade microbiana em varios produtos alimenticios. O tipo de alimento e os
métodos de processamento e estocagem podem favorecer a contaminagdo por
certos grupos de microrganismos em detrimento de outros. Além disso, muitos
géneros alimenticios sdo excelente meio de cultura para os microrganismos, 0s
quais se tiverem condi¢cdes adequadas, irdo se desenvolver e causar alteracées nos
alimentos, tanto in natura como industrializados (FRANCO & LANDGRAF, 1996).

A carne de aves é veiculo importante de bactérias patogénicas em surtos
de toxinfeccbes alimentares e as aves que sao encaminhadas para o abate
normalmente é a fonte inicial de contaminagdo. Em condicbes de pré-abate, os
contaminantes estdo concentrados nas visceras, superficie da pele e penas. No
entanto em fungdo do processo industrial, a contaminacdo dissemina-se
rapidamente entre as carcacas (LEITAO, 2002).

Entretanto, esta carne € muito susceptivel a deterioragéao devido ao seu
elevado teor em nutrientes, alta atividade de agua e pH proximo a neutralidade,
fatores estes que possibilitam a proliferagédo e desenvolvimento dos microrganismos
contaminantes, oriundos da propria ave ou de fontes externas, devendo por este
motivo, ser mantida sob refrigeragéo ou congelamento (ICMSF, 1980).

O mecanismo de contaminagdo da carcaga envolve inicialmente a
retencao das bactérias numa camada liquida sobre a pele. Além disso, as condi¢des

higiénico-sanitarias no abate e comercializagdo das carnes em nosso meio sao
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precarias e com isso aumenta a carga contaminante que constitui um sério risco

para a saude do consumidor (SILVA, 1998).

A incidéncia e a quantidade desses microrganismos presentes na carne
de aves variam de acordo com condigdes de manejo durante a criagdo e com 0s
cuidados higiénicos nas operacbdes de abate dos animais e posterior manipulagéao
das carcagas (FRAZIER & WESTHOFF, 2000).

Varios autores salientam a manipulagdo inadequada como responsavel
pela maioria das toxinfecgbes alimentares, incluindo contaminagdo cruzada,
deficiéncia na higiene pessoal e dos equipamentos e pessoal infectado
(GONGALVES, 1998).

Conforme NASCIMENTO & STAMFORD (2000) a contaminacdo dos
alimentos se da principalmente por contato com material fecal de animais infectados

ou contato com superficies sujas contaminadas com a bactéria.

A carcaca destes animais e suas partes sdao potencialmente
contaminadas a partir do trato intestinal e de material fecal nas patas ou nas penas.
A contaminacdo cruzada € um problema importante € os pontos criticos incluem a
depenagem, evisceracdo e o “chiller”. A contaminacdo cruzada das maos dos
trabalhadores e dos equipamentos e utensilios pode disseminar a bactéria para
carcagcas e partes nao contaminada anteriormente, permitindo a contaminacao

durante os processos subsequentes (DICKEL et al., 2005).

Entretanto, deve-se ter em mente que nao sé o “chiller’, mas também as
caixas de transporte, a depenadeira e a escaldadeira sado fontes importantes de
contaminagdo cruzada no abatedouro, pois as sujidades presentes na superficie
externa das aves abrigam um numero muito grande de microrgansimos, com valores
de 220 milhdées a um bilhdo por grama (DICKEL et al., 2005).

As condigbes ideais dos frangos de corte no momento de abate devem
ser conhecidas, a fim de possibilitar a produgdo de carne de excelente qualidade,

uma vez que diversos fatores pré e pos-abate estdo envolvidos na qualidade final. A
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escalda, depena e evisceracdo sao pontos importantes de contaminagao cruzada no
abatedouro devido a grande quantidade de microrganismos aderidos as penas, pele
e patas das aves e ao rompimento de visceras durante a evisceragdo (MENDES,
2001).

O tempo de jejum pré-abate € um dos pontos criticos nas operacdes de
abate. Considera-se como material contaminante no abatedouro o alimento, fezes,
bile, parede intestinal degradada, material de cama e sujidades aderidas as patas,
pele e penas das aves (CARVALHO et al., 2002).

Na pele, patas e penas, o patégeno contaminante mais importante é o
Staphylococcus aureus, enquanto que no trato intestinal, a preocupagao maior deve
ser com Salmonella e Campylobacter (MENDES, 2001).

Dados demonstram que 0s agentes etioldgicos sdo, na maioria das vezes,
microrganismos, € a contaminagcdo pode ocorrer em diversas fases do
processamento do alimento. Dessa forma, sdo necessarias medidas de controle em
todas as etapas do processamento: colheita, conservagcéo, manipulagao, transporte,

armazenamento, preparo e distribuicdo dos alimentos (BOULOS, 1999).

Ressalta-se, portanto, a importancia de Boas Praticas de Fabricacao
(BPF) e Procedimentos Operacionais Padronizados (POP) nos estabelecimentos,
que sao as bases iniciais da qualidade para programas de APPCC ( Andlise de
Perigos e Pontos Criticos de Controle) que objetiva a seguranga do alimento
produzido (SILVA et al., 2004).
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2.5- Betalactamases de Espectro Expandido (ESBL’s)

2.5.1- Origem e evolugao

O primeiro isolado clinico expressando ESBL foi identificado na Alemanha
por KNOTHE et al. (1983). Em 1985, o primeiro surto hospitalar causado por
bactérias produtoras de ESBL ocorreu na Franga e depois nos EUA, no fim da
década de 1980 e inicio da de 1990. O numero de variantes de ESBL identificados
tem crescido muito desde 1983, demonstrando a rapida evolugado dessas enzimas.
Mais de 150 variantes naturais sdo conhecidas até hoje, e esta lista continua a
crescer (SHAH et al., 2004).

As ESBL tém sido classificadas em nove distintos grupos evolucionarios e
estruturais, de acordo com sua seqtiéncia de aminoéacidos: TEM, SHV, CTX-M, PER,
VEB, GES, TLA, BES e OXA. As maiores familias sdo formadas pelo tipo TEM e
SHV, que incluem as primeiras variantes de ESBL identificados e que
permaneceram como 0s tipos prevalentes. As enzimas do tipo OXA, as Unicas
pertencentes a classe D, representam uma familia de ESBL relativamente
prevalente. As enzimas do tipo TEM variam de TEM-1 e TEM-2 , as do tipo SHV de
SHV-1 (grupo 2b) e as do tipo OXA de OXA-2 e OXA-10 (grupo 2d). A origem das
enzimas nao é clara, com excec¢ao das enzimas SHV que parecem ter relacdo com
enzimas cromossomais SHV-1 de Klebsiella pneumoniae. As semelhancas
estruturais sugerem origens comuns em muitos casos. As mutagcdes mais
importantes sdo aquelas que expandem o espectro do sitio ativo. Estas mutagdes
séo pesquisadas em estudos epidemiologicos dos tipos enzimaticos (BRADFORD,
2001).

A pressao seletiva que direciona a evolugao das ESBL tem sido atribuida
ao intenso uso de oximino-cefalosporinas. As ESBL frequentemente demonstram
preferéncia seletiva a diferentes oximino-cefalosporinas, sendo a selecao de uma
variante especifica em um hospital atribuida ao padrdao especifico do uso de

antimicrobianos. Mas a pressdo nao pode explicar todo o fenémeno da evolucéo e
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epidemiologia das ESBL. A forte pressao seletiva pelo uso de B-lactamicos faz com
que ocorra aumento na incidéncia de ESBL, pela selecdo de bactérias com
mutagdes em regides codificadoras, mutacdes em regides promotoras e bactérias
com numero de coépias do gene aumentado, entre outros. Algumas mutacdes
alteram a resisténcia aos B-lactamicos, devido ao aumento na expressao da enzima,
mudanca nos substratos hidrolisados e variagdo na susceptibilidade aos inibidores
(GNIADKOWSKI, 2001).

Em anos recentes, as ESBL comegaram a ser prevalentes em espécies
produtoras de AmpC como Enterobacter sp, Citrobacter freundii e Serratia
marcescens. Cepas produtoras de ESBL’s e AmpC simultaneamente, ja foram
identificadas em varios trabalhos, sendo dificil a sua detecg¢do, pois as enzimas
AmpC mascaram o efeito inibitério obtido com &cido clavulanico nas bactérias
produtoras de ESBL’s (GNIADKOWSKI, 2001).

2.5.2- Caracterizacao, susceptibilidade e caracteristicas bioquimicas

A maioria das ESBL pertence a classe molecular A de AMBLER (1980).
As enzimas da classe A sdo caracterizadas por possuirem serina no sitio ativo,
terem massa molecular de aproximadamente 29KDa e por hidrolisarem
preferencialmente penicilinas. A classe A inclui enzimas como TEM-1, SHV-1 e

penicilinases encontradas em Staphylococcus aureus.

Na classificacdo funcional de BUSH et al. (1995) as ESBL situam-se no
grupo 2be. Sdo capazes de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas (incluindo as de
amplo espectro) e monobactans. As mutagdes no sitio ativo que as tornam capazes
de degradar antimicrobianos B-lactdmicos de amplo espectro, fazem com que nao
sejam tao eficientes na hidrélise de penicilinas, quanto as enzimas originais. Além
disso, essas mutagdes resultam no aumento da susceptibilidade dessas enzimas
aos inibidores de B-lactamases. As ESBL ndo sao ativas contra cefamicinas, e
muitas cepas sao susceptiveis a cefoxitina e cefotetan. No entanto, cepas

produtoras de ESBL podem ser resistentes a cefamicinas quando a permeabilidade
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estiver diminuida, devido a menor quantidade de porinas na membrana. Também
nao sao capazes de degradar carbapenémicos, permanecendo susceptiveis a esse

grupo de antimicrobianos (BUSH et al., 1995).

2.5.3- Tipos de ESBL’s

As ESBL “classicas” sdo enzimas transmitidas/codificadas por
plasmideos, como as familias: Temoniera (TEM), Sulfidril variavel (SHV) e Oxacilina
(OXA). Dentro destas maiores “familias”, estdo incluidas as duas primeiras variantes
de beta-lactamases identificadas (SIROT et al., 1987). Embora estas variantes ainda
se mantém, nos dias atuais, como as mais isoladas, nos ultimos anos houve uma
explosdo no desenvolvimento/aparecimento de outras ESBL (familias CTX-M, PER,
VEB, GES, TLA e BES). Como resultado disso, mais de 370 variantes naturais de
ESBL diferentes sdo conhecidas atualmente (STURENBURB et al., 2005).

Estas enzimas pertencem filogeneticamente a classe de beta-lactamases
denominadas “Serine-Beta-Lactamases” que, juntamente com as “Metallo-Beta-
Lactamases”, formam os dois grandes grupos de enzimas que possuem a

capacidade de degradar antibiéticos beta-lactamicos (SHAH et al., 2004).

Para se caracterizar a descoberta de uma nova ESBL é necessario se
descobrir alguma modificagdo, como mudanga na regido promotora, sozinha e/ou
em conjunto com uma substituicdo nucleotidica, que funcionalmente devem ser

“silenciosas”.

2.5.4- Significado clinico da deteccédo de ESBL

Os pacientes acometidos com infecgdes causadas por microrganismos
produtores de ESBL tém um elevado risco de falha no tratamento com

antimicrobianos B-lactamicos de amplo espectro. Por isso, € recomendado que
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qualquer microrganismo em que a producao de ESBL for confirmada seja reportado
como resistente a todos os antimicrobianos [-lactdmicos de amplo espectro,
independentemente dos resultados obtidos no teste de sensibilidade (CLSI, 2005).
Isto decorre do fato que, enquanto algumas cepas apresentam plena resisténcia aos
B-lactamicos de amplo espectro, muitos isolados podem ndo ser fenotipicamente
resistentes. Sendo assim, é importante que o laboratorista esteja consciente de que
certas cepas podem ter sensibilidade reduzida a oximino-cefalosporinas em niveis
que, embora ndo sejam considerados de resisténcia, sugerem a presenca de ESBL.
E também importante que o laboratério programe um ou mais métodos para detectar
ESBL’s nessas cepas (COUDRON et al., 2003).

Outros motivos para a deteccdo sdo, o aumento da prevaléncia no
mundo, a alta transmissibilidade dos plasmideos em que estao situadas as enzimas
e principalmente, a letalidade das infecgbes causadas por esses microrganismos
(SILVA et al., 2001a). Quando os pacientes sdo tratados com o antibiético
adequado, ndo ha diferenca significativa na mortalidade por infeccées causadas por
produtores e ndo produtores de ESBL (RAHAL, 2000).

Um sinergismo entre B-lactamases de amplo espectro e mutacbes em
porinas de membrana, pode elevar o nivel de resisténcia aos B-lactamicos,
ocorrendo inclusive resisténcia as cefalosporinas de quarta geragdo, como cefepime
e cefpirome. O uso das cefalosporinas de quarta geracdo no tratamento de
infeccdes causadas por bactérias produtoras de ESBL, também nao é recomendado
pelo fato de geralmente apresentarem susceptibilidade in vitro, podendo, no entanto,
haver faléncia no tratamento devido a grande quantidade de ESBL no sitio de
infecgao (TZOUVELEKIS et al., 1998).

2.5.5- Ocorréncia, distribuicao e disseminacao das ESBL

As ESBL sao encontradas principalmente em Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae e Klebsiella oxytoca, consideradas espécies tipicas produtoras, para as

quais foram padronizadas as metodologias de deteccao (CLSI, 2005). Porém ja



46

foram descritas em muitas outras espécies de enterobactérias como: Enterobacter
cloacae, Enterobacter aerogenes, Enterobacter gergoviae, Proteus mirabilis, Proteus
vulgaris, Shigella sonnei, Citrobacter freundii, Citrobacter koseri, Citrobacter farmeri,
Citrobacter amalonaticus, Klebsiella ornithinolytica, Morganella morganii, Serratia
marcescens e Salmonella typhimurium (MULVEY et al, 2003). Por isso,
recentemente, o CLINICAL AND LABORATORIES STANDARDS INSTITUTE (2005)
padronizou a detecgdo também em Proteus mirabilis, sendo que a necessidade da
pesquisa nas demais espécies nao-E.coli e nao-Klebsiella spp continua sem

padronizagao.

A producdo de ESBL por bactérias ndo-enterobactérias séo raras, mas
podem ocorrer principalmente em  Pseudomonas aeruginosa. Nestes
microrganismos os tipos mais comuns sdo OXA-derivados. Contudo, isolados de
Pseudomonas aeruginosa produzindo TEM, SHV e PER tém sido identificados em
muitos paises. Ja foi detectado ESBL em Acinetobacter sp, Alcaligenes faecalis, e
Burkholderia cepacia (GNIADSKOWSKI, 2001).

As bactérias produtoras de ESBL encontram-se espalhadas pelo mundo,
todas com alta incidéncia na Europa, sendo que 32,8% das amostras de Klebsiella
spp e 14,4% das amostras de Escherichia coli isoladas nessa regido, produzem
ESBL (JONES et al., 2003). Um estudo realizado na Espanha detectou cepas
produtoras de ESBL em 90% dos hospitais participantes de um programa de
vigilancia (HERNANDEZ et al., 2003).

As cepas produtoras de ESBL disseminaram-se rapidamente por todo o
mundo e, quando estabelecidas em uma regido, freqientemente passam a ser o
mecanismo de resisténcia prevalente. A literatura demonstra muitos casos onde
hospitais tém notado rapido aumento no numero de microrganismos carreando
ESBL, além de disseminacdo intra-hospitalar ou entre hospitais vizinhos. A
transmissao pelas maos dos profissionais é relevante, sendo o trato gastrintestinal
dos pacientes um importante reservatério (WINOKUR et al., 2000). Alguns surtos
foram resultantes de contaminacdo de aparelhos e insumos diagnésticos, como

termémetros e gel usado em ultra-sonografia (GNIADKOWSKI, 2001).
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Além da transmissao das cepas resistentes ocorre também a aquisi¢ao de
resisténcia por cepas susceptiveis (SILVA et al., 2001). A transmissao horizontal do
gene de resisténcia é facilitada por estar freqlientemente codificado em plasmideos
(WU et al., 2003), que podem ser facilmente transferidos entre as cepas (PAGANI et
al., 2003).

O aumento na incidéncia pode estar relacionado a administracao
indiscriminada de cefalosporinas de amplo espectro (GNIADKOVSKI, 2001).

2.5.6- Fatores de risco

Alguns estudos tém revelado a existéncia de vérios fatores de risco
independentes entre si, associados a producdo de ESBL. O principal fator, sem
duvida, esta relacionado ao tempo de permanéncia do paciente nos hospitais,
principalmente nos Centros de Tratamento Intensivo (CTI) (KIM et al., 2002). Outro
fator importante, sdo casos de hospitalizacdao anterior, onde houve o uso de diversos
antimicrobianos para erradicagdo da infeccao, principalmente cefalosporinas de
amplo espectro (LAUTENBACH et al., 2001).

Outro importante fator de risco esta associado a utilizacdo de
procedimentos invasivos, como cateteres venosos centrais, cateteres arteriais,
urinarios e cateteres utilizados em drenagem biliar (KIM et al., 2002), além de
intubacdes pulmonares, mecanismos de ventilagdo pulmonar artificial e doencgas

severas (doengas malignas e falha cardiaca) (HO et al., 2002).

2.5.7- Medidas de Controle

A ampla e rapida distribuicado geografica das ESBL é uma ameaga com
que os hospitais do mundo inteiro estdo se deparando desde o inicio dos anos 80.

As formas usuais de transmissdao incluem a disseminacdo clonal das cepas
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produtoras de ESBL (FRENCH et al.,, 1996) ou a disseminacao através de genes
produtores de ESBL carreados por plasmideos que sdo transmitidos entre géneros
diferentes de Enterobactérias (RICE, 1990). Ambas, a disseminacao por plasmideos
ou a propria multiplicagéo bacteriana, podem ocorrer concomitantemente (PALUCHA
et al., 1999). Além disso, alguns estudos tém demonstrado que o mesmo gene
codificador tem sido encontrado em diferentes plasmideos presentes em diferentes
cepas. Finalmente, ja se sabe que alguns genes codificadores de ESBL séao
residentes em transposons ou em integrons, fornecendo assim os meios adicionais

para sua propagacao e expressao (POIREL, 2000).

2.6- Resisténcia bacteriana

Nos ultimos 15 anos, a resisténcia microbiana as mdultiplas drogas vem
aumentando progressivamente e se tornando um problema mundial de saude
publica. Este aumento da resisténcia € maior em bactérias, mas, atualmente, ocorre
também em virus, fungos e protozodrios. A resisténcia bacteriana tornou-se uma
ameaca aos tratamentos de doencas infecciosas, na medida em que foram
encontrados casos de patdégenos comuns resistentes a quase todos os
antibacterianos disponiveis no mercado, ocasionando um aumento na taxa de

morbidade, mortalidade e dos custos nos servi¢os de saude (VIKSVEEN, 2003).

Outro agravante que deve ser considerado € que, recentemente, a
resisténcia ndo se limita as dependéncias de hospitais, ocorrendo também na
comunidade de um modo geral, devido a utilizacdo desordenada dos antibidticos
(VIKSVEEN, 2003).

Varios sao os fatores que contribuem para a ocorréncia, freqiéncia e
persisténcia da resisténcia bacteriana, como: a pressao seletiva pelo uso abusivo
dos antibioticos; a utilizagdo de antibidticos para o tratamento e a prevengao de
infecgbes em animais, que aumentam a transmissao de organismos multi-resistentes
para os seres humanos (COHEN, 1992; VIKSVEEN, 2003).



49

Um importante estudo realizado em trés paises diferentes (Canada,
Grécia e Paises Baixos) por BRUINSMA et al. (2003) revelou que, além dos fatores
relacionados acima, a densidade populacional é outro fator importante na
prevaléncia da resisténcia, devido a maior oportunidade de contato interpessoal,

facilitando a transmissao de bactérias resistentes.

Os mecanismos do desenvolvimento de resisténcia das bactérias aos
antimicrobianos podem ser naturais ou adquiridos. Os naturais sdo caracteristicas
intrinsecas de algumas espécies, que conferem resisténcia a todas as cepas dessa
espécie a um determinado antimicrobiano (NORMARK & NORMARK, 2002).

A resisténcia adquirida ocorre devido a uma mutagdo genética, tanto em
nivel cromossomal, pela alteracao do DNA bacteriano, como extracromossomal, pela
transferéncia de DNA, geralmente pelos plasmidios de resisténcia (NORMARK &
NORMARK, 2002).

Os mecanismos quimicos de resisténcia decorrentes dessas mutagdes
podem ser criados por: 1. alteracées no alvo ao qual os antimicrobianos se ligam
para promover sua acao (ex. eritromicina); 2. alteragcdo da permeabilidade da
membrana celular, ocorrendo modificagcdo das proteinas da membrana e impedindo
assim, a passagem dos antibiéticos (ex. quinolonas); 3. desenvolvimento de enzimas
que inativam ou destroem o antimicrobiano (ex. B-lactamicos); 4. alteragdo de uma
enzima que vai permitir a ocorréncia de uma reagao antes inibida (ex. sulfonamida);

5. alteracdo de uma via metabdlica (ex. sulfas) (BLACK, 2002).

O uso abusivo de antimicrobianos, tém como principais fatores
determinantes a automedicacgéao, e a prescricdo de cepas resistentes. Estima-se que
cerca de 20 a 50% dos antibidticos prescritos sdo desnecessarios. Um exemplo
classico € a indicagcdo de antibidticos para o tratamento de infeccbes das vias
respiratorias superiores — como resfriado comum, infeccdo de ouvido (otite média),
garganta dolorida, tosses e bronquites, apesar das evidéncias de ineficicia desses
agentes para essas doencas, por serem frequentemente de etiologia viral
(VIKSVEEN, 2003; NORRBY & NORD, 2005).
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Paralelamente ao aumento da resisténcia a antimicrobianos, houve uma
diminuicdao no desenvolvimento de novas drogas. A principal razdo pelas quais as
industrias farmacéuticas reduziram as pesquisas em drogas antimicrobianas é o
pequeno retorno financeiro sobre o investimento, devido aos custos cada vez mais
altos (NORRBY & NORD, 2005).

Dessa forma, torna-se cada vez mais urgente a conscientizacdo a
respeito da resisténcia antimicrobiana pelos servicos de saude e a prevencao do
aparecimento de novas resisténcias através de programas e estratégias basicas que
busquem o controle do uso abusivo e indiscriminado de antibiéticos. Os meios
efetivos para este controle ainda ndo sédo bem conhecidos, mas é imprescindivel o
envolvimento de agéncias governamentais, industrias farmacéuticas, profissionais
de saude e dos consumidores neste sentido (VIKSVEEN, 2003).

Alguns métodos utilizados hodiernamente na reducdo dessa resisténcia
estao focados na medicina curativa, que nada mais é do que uma consequéncia da
caréncia de medicina preventiva. Portanto, a melhoria da salude necessita de
esforcos comuns focados principalmente na prevencao e transmissao de infeccoes
(VIKSVEEN, 2003).

Existe uma variedade de programas e meios para a reducao da
transmissao da resisténcia, tais como: praticas de controle de infecgdo em hospitais;
higiene e saneamento basico na comunidade; reducdo da utilizacdo de antibiéticos
em animais e na agricultura; cautela dos médicos em relagdo a prescricdo de
antimicrobianos; informacdo e conscientizacdo dos pacientes e da populacdo de
uma forma geral, sobre o desenvolvimento de resisténcia dos microrganismos, pelos
profissionais de saude e industrias farmacéuticas; utilizacdo desses medicamentos
somente com prescricdo médica; e o incentivo do governo para que as industrias
invistam no desenvolvimento de novas drogas antimicrobianas (COHEN, 1992;

VIKSVEEN, 2003).
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2.7- Agentes antimicrobianos na avicultura

Na avicultura, o uso de antimicrobianos na prevencgao de infeccdo € uma
medida muito utilizada para minimizar os danos causados por E. coli (GIUROV,
1981), e para reduzir a incidéncia de mortalidade associada com colibacilose aviaria
(WATTS et al., 1993). Entretanto sdo cada vez maiores os indices de resisténcia das
bactérias frente aos antimicrobianos testados (BLANCO et al., 1997), sendo muito

preocupante para o setor avicola (PEIGHAMBARI et al., 1995).

Os antimicrobianos utilizados sdo de amplo espectro, tendo acao
bactericida nas células bacterianas. As quinolonas: acido oxolinico e norfloxacina
atuam na replicacdo de DNA, isto é, impedindo que isto ocorra. A amoxicilina e
fosfomicina atuam inibindo a sintese de peptideos que compdem a parede celular. A
associacao sinérgica das sulfas com o trimetoprim (sulfazotrim) atua bloqueando a
formacdo dos acidos que sao necessarios para a sintese das bases purinas,
metionina e timina, essenciais para o metabolismo da célula bacteriana (TRABULSI
et al., 1999). Os antimicrobianos utilizados tém alta acdo destrutiva nas células
bacterianas, mas mesmo com este potencial, as cepas de E. coli estdo se tornando

resistentes a acao antimicrobiana.

As novas quinolonas sdo uma nova classe de antimicrobianos que tem
uma excelente atividade contra bacilos Gram negativos, e 0 uso inadequado nas
aves, causa resisténcia cruzada no tratamento humano (GARCIA-RODRIGUEZ et
al., 1995).

Durante a criacao de frangos de corte, 0 uso de antimicrobianos é comum
e a resisténcia de E. coli proveniente do trato intestinal de aves permanece por muito
tempo, mesmo na auséncia do uso destes (CHASLUS et al., 1987).

Escherichia coli é uma bactéria anaerdbia facultativa, pertencente a
microbiota normal do trato intestinal de animais e homens (BONTEN et al., 1990). As
amostras de E. coli que possuem fatores de viruléncia como habilidade de adeséo,

producado de aerobactina, resisténcia sérica e presenca de plasmideo ColV, sao
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potencialmente patogénicas para aves (WOOLEY et al., 1998). O trato respiratorio
superior das aves é a principal porta de entrada de E. coli patogénica, ocorrendo a
colonizacao e multiplicagdo do agente na traquéia, com posterior disseminacao para
0s sacos aéreos e tecidos adjacentes (SOJKA & CARUAGHAN, 1961). A infeccao
por E. coli (colibacilose) € uma das principais doengas da avicultura industrial
moderna, devido aos grandes prejuizos econémicos causados no mundo inteiro, por
quadros como septicemia, peritonite, pneumonia, aerossaculite, pericardite, onfalite
e salpingite, entre outros (FERREIRA & KNOBL, 2000).

S&o cada vez maiores os indices de resisténcia das bactérias frente aos
antimicrobianos testados (BLANCO et al.,, 1997), representando um sério problema
mundial (COHEN,1992). Amostras de E. coli isoladas de aves s&o frequentemente
resistentes para mais de uma droga (FERREIRA & KNOBL, 2000). Isto se deve
principalmente ao uso indiscriminado e prolongado, concentragbes subterapéuticas
e terapias inadequadas de antimicrobianos (FERREIRA & KNOBL, 2000; WITTE,
1998) que proporciona uma pressdo na selecdo de genes de resisténcia
antimicrobiana (TURTURA et al., 1990).

A evolugcdo e a disseminagcdo de microrganismos resistentes aos
antibiéticos sdo o resultado da pressao selecionadora imposta pelo homem, seja
pela prescricdo necessaria dessas drogas ou pelo uso incorreto em tratamentos sem
diagnostico estabelecido, automedicacao, desperdicio de restos de antimicrobianos
no meio ambiente e emprego desses farmacos como fatores de crescimento em
animais de producdo (TAVARES, 2000). De acordo com SMITH (1974) é possivel
que os residuos de antibiéticos em produtos animais possam ser veiculados a
pessoas que os consumam, produzindo efeitos de toxicidade ou reagdes alérgicas
em individuos previamente sensibilizados, além de favorecer o aparecimento de

bactérias resistentes.

Os agentes antimicrobianos perdem sua eficiéncia nas infecgdes
entéricas do homem, devido a resisténcia cruzada entre os agentes causadores de
infeccoes veterindrias e humanas, sendo necessario um rigoroso controle no uso de
antimicrobianos (BLANCO et al., 1997).
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O desenvolvimento de resisténcia por certas bactérias patogénicas é mais
rapido que a capacidade da industria para produzir novas drogas (FREITAS et al.,
2004).

O teste de susceptibilidade antimicrobiana in vitro faz com que se tenha
uma escolha precisa do uso de medicamentos apropriados para cada situacdo na
area veterinaria (BLANCO et al., 1997).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

e Verificar a produgcéo de betalactamases pelos coliformes presentes na carne de
frango.

3.2. Objetivos especificos

e Realizar anéalises microbiolégicas em amostras de carne de frango resfriada e
congelada, na forma de carcaca e em cortes, comercializada em varios
estabelecimentos localizados na cidade de Fortaleza, Ceard, incluindo a
Contagem padrdao em placas de bactérias aerdbias mesoéfilas e Numero Mais
Provavel (NMP) de coliformes a 35°C e coliformes a 45°C;

e l|dentificar cada coliforme isolado e avaliar seu grau de sensibilidade a
determinados antibi6ticos;

e Verificar a produgéao de ESBL pelos coliformes;
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4- MATERIAL E METODOS

4.1- Obtencao das amostras

Foram coletadas 80 amostras de carne de frango resfriada e congelada,
na forma de carcaca e em cortes, comercializada em varios estabelecimentos
localizados na cidade de Fortaleza, Ceard, no periodo de abril a novembro 2006. As
amostras foram transportadas em sacos plasticos devidamente identificadas,
acondicionadas em caixas térmicas, contendo gelo, até o Laboratorio de
Microbiologia do Departamento de Analises Clinicas e Toxicolégicas da Faculdade
de Farmacia da Universidade Federal do Ceara, para realizacdo das analises
microbiolégicas.

4.1.1- Preparo das amostras

Cada uma das amostras foi preparada, pesando assepticamente 25,0g de
amostra, que, a seguir, foi transferida para um frasco contendo 225,0mL de agua
salina peptonada (AP) a 0,1% (DIFCO) estéril acompanhado por posterior
homogeneizacao (diluicio 10™). A partir dessa diluicdo decimal foram preparadas as
demais (até 107°), transferindo da diluicio anterior (diluicdo 10™") 1,0mL para um tubo
contendo 9,0mL de agua salina peptonada a 0,1% estéril, preparando assim a
diluigdo 10Z e a partir desta diluigao foi transferido 1,0mL para um tubo contendo 9,0
mL de agua salina peptonada a 0,1% estéril preparando a diluicdo 10° (ANEXO ).
Em seguida, foi efetuada as inoculagbes para as analises (SIQUEIRA, 1995).



56

4.2- Analises microbiolégicas

Para determinar a contagem padrdo em placas de bactéria aerdbias
mesofilas, determinacdo do Numero Mais Provavel de Coliformes a 35°C e de
Coliformes a 45°C foi utilizada a metodologia descrita por SIQUEIRA (1995).

Para interpretacao dos resultados de coliformes a 45°C foi utlizada a RDC
n°12 de 02 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001).

4.2.1- Contagem Padrdao em Placas

Para a andlise de bactérias aerobias mesofilas, que sdo microrganismos
gue crescem em aerobiose e em temperatura de incubagéo entre 15 e 40°C e uma
temperatura média de 35°C, foram pipetadas assepticamente 1,0mL das diluiges e
distribuidas em placas de Petri (100 x 20mm) esterilizadas, de cada diluicao foram
realizadas andlises em duplicata. Foi adicionado a cada placa 15,0mL de Agar
Padrao para Contagem (PCA) (DIFCO), previamente fundido a 44-46°C. As placas
foram homogeneizadas com movimentos suaves em forma de oito, sucessivamente,
por 10 vezes e deixadas para solidificar a temperatura ambiente. As placas foram
incubadas a 35°C em estufa por 48 horas. Transcorrido o periodo de incubacao,
foram consideradas para contagem, somente as placas, da mesma diluicdo, que
apresentaram de 30 a 300 coldnias. A contagem de bactérias aerébias mesdfilas foi
obtida multiplicando-se a média aritmética das duas placas pelo fator da diluicdo
correspondente, expressando o resultado em Unidades Formadoras de Colbnias/g
de amostra (UFC/g) (ANEXO II).
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4.2.2- Determinacao do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes a 35°C

Para a determinacao do NMP foi utilizada a técnica dos tubos multiplos,
com trés séries de trés tubos de cada diluicdo (107,102 e 10°). Foi pipetado
aliquotas de 1,0mL de cada diluicdo para uma série de trés tubos de Caldo
Lactosado (CL) (MERCK), contendo tubos de Durham invertidos para coletar o gas
produzido durante a fermentacdo. Foram homogeneizados e incubados em estufa
regulada a 35°C durante 48 horas. Transcorrido este tempo, foi observado turvacao
e a producéo de gas nos tubos de fermentacéo (tubo de Durham) quando o tubo foi
agitado suavemente. Foram anotados os tubos com produgdo de gas (tubos
positivos). Foi utilizada a tabela de Hoskins para expressar o Numero Mais Provéavel
de Coliformes por g da amostra (NMP/g).

De cada tubo de Caldo Lactosado positivo, foi transferida uma algada
para um tubo de Caldo Verde Brilhante 2% (VB) (MERCK), previamente identificado
(diluicao correspondente). Os tubos foram homogeneizados e incubados em estufa a
35°C durante 48 horas. Foram considerados positivos os tubos turvos e com
produgcdo de gas nos tubos de Durham. Foi verificado na tabela o numero
correspondente e o resultado foi expresso em NMP de coliformes a 35°C/g. Cada
tubo positivo foi semeado em placa de Agar Eosina Azul de Metileno (EMB)
(MERCK) e incubado a 35°C/24 horas (ANEXO IIl). Ap6s o crescimento as cepas
identificadas como fermentadoras foram estocadas em Agar Tripticase de Soja
(TSA) (DIFCO) para posterior identificacdo (ANEXO 1V) e testes de sensibilidade
(ANEXO VI).

4.2.3- Determinagao do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes a 45°C

Para determinacdo do NMP de coliformes a 45°C foram utilizados os
tubos positivos de coliformes a 35°C. Com auxilio de uma al¢a de platina, uma
aliquota foi assepticamente transferida para tubos de ensaio contendo caldo E.C

(MERCK), com tubos de Durhan invertidos. Foram incubados em banho-maria a
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45°C por 24 horas. Foram considerados positivos os tubos que apresentaram
formacao de gas evidenciados nos tubos de Durhan, com ou sem turvacao do caldo.
A leitura do NMP de coliformes a 45°C foi realizada da mesma forma como descrito
anteriormente para o NMP de coliformes a 35°C. Cada tubo que apresentou
crescimento positivo foi semeado em placa de Agar Eosina Azul de Metileno (EMB)
(MERCK) e incubado a 35°C/24 horas (ANEXO IIl). Ap6s o crescimento as cepas
identificadas como fermentadoras foram estocadas em Agar Tripticase de Soja
(TSA) (DIFCO) para posterior identificagdo (ANEXO 1V) e testes de sensibilidade
(ANEXO VI).

4.3- Identificacao das cepas bacterianas

As cepas estocadas em TSA foram repicadas para Agar EMB e colocadas
em estufa a 35°C/24 horas. Ap6s o crescimento foram realizadas as seguintes
provas bioquimicas: Prova do Citrato de Simmons, Prova do Vermelho de Metila
(VM), Prova do Voges-Proskauer (VP), Prova de descarboxilagdo da Lisina, Prova
de H.S, indol e motilidade, Prova de fenilalanina e Prova de hidrélise da uréia (
KONEMAN et al., 2006) (ANEXO V).

4.3.1- Prova do Citrato de Simmons

Esta prova bioquimica foi utilizada para caracterizar microrganismos
capazes de utilizar o citrato como unica fonte de carbono, os quais provocam a

elevagao do pH do meio de cultivo devido a metabolizagdo de ion citrato.

Apoés incubagéo a 37°C por 4 dias, foi considerado como teste positivo

guando o meio se tornou azul intenso, principalmente no apice.
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4.3.2- Prova do vermelho de metila (VM)

Prova utilizada para testar a habilidade de certos microrganismos de

produzirem e manterem estaveis produtos acidos finais da fermentagéo da glicose.

Apo6s incubagao a 37°C por 48 horas, foi adicionado o reagente vermelho

de metila e foi interpretado como positivo a formacao de coloragdo vermelha.

4.3.3- Prova do Voges-Proskauer (VP)

Utilizada para testar a habilidade de certos microrganismos de produzirem

um produto final neutro, acetilmetilcarbinol, durante a fermentagao da glicose.

Para cada ml da cultura incubada durante 48 horas, foi adicionado os
reagentes (solucao de a-naftol e solugdo de hidroxido de potassio a 40%), agitando
sempre apds a inclusdao de cada solugcdo, deixando-a em repouso por 5 a 30
minutos, e tendo como positivo o desenvolvimento de uma coloragdo résea a

vermelho rubro.

4.3.4- Prova de descarboxilacdo da lisina

Serve para medir a habilidade de alguns microrganismos de

descarboxilarem um aminodécido para formar amina, que alcaliniza o meio.

Apo6s incubagéo a 37°C por 24-48 horas, foi considerado como positivo o
enegrecimento do meio, eventualmente, com uma zona ao redor do crescimento em

tom vioteta.
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4.3.5- Prova de H5S, indol e motilidade

Esta prova é para verificar a motilidade dos microrganismos, a
capacidade de producao de H.S e de indol. Para isto a inoculacao foi feita com

agulha de niquel-cromo, procedendo uma picada no centro da coluna.

Apoés incubacao a 37°C por 24 a 48 horas, foi interpretado como positivo:

e motilidade: quando o0s microrganismos migraram da linha de
inoculagéo, difundindo-se por todo o meio, causando a turvagdo do mesmo.

e produgdo H»S: quando houve escurecimento do meio ao nivel da
semeadura.

e produgcdo de indol: quando surgiu o desenvolvimento de coloragao
vermelha ap6s adicao de 2 a 4 gotas do reativo de Kovacs, sobre a superficie do

meio.

4.3.6- Prova de Fenilalanina

Esta prova bioquimica é utilizada na diferenciacdo de microrganismos

capazes de desaminar a fenilalanina em acido fenil piravico, por agdo enzimatica.

Ap6s incubacao a 37°C por 24 horas e adicao do reagente (solucédo de
cloreto férrico a 0,5 M), foi tido como teste positivo 0 aparecimento de uma cor verde

quando &cido fenil piravico foi formado.

4.3.7- Prova de hidrélise da uréia

Nesta prova bioquimica comprova-se a capacidade de certos
microrganismos de produzirem uréase, com consequente produgdo de amébnia em

quantidade suficiente, para elevar o pH do meio fortemente tamponado.
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Ap6s inoculacdo (in6culo recente e abundante) e incubacédo a 37°C, foi
feito a leitura apdés 24 horas, quando foi observada uma coloracdo de rosa a

vermelho.

4.4- Testes de Sensibilidade a Antibioticos

O teste de sensibilidade a antimicrobianos foi realizado pelo método de
KIRBY-BAUER (1966). Discos de papel filtro, contendo agentes antimicrobianos,
foram colocados em placas contendo Agar Mueller-Hinton (MH) (Difco) inoculado
com culturas das cepas isoladas em uma densidade equivalente ao padréao 1,0 de
McFarland. As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas. Os antimicrobianos
estudados foram: amicacina (30ug), ampicilina (10pg), ciprofloxacina (05uQ),
ceftazidima (30ug), estreptomicina (10ug), doxiciclina (30ug), gentamicina (10ug),
imipenem (10uQ), sulfonamida (300ug) e sulfametoxazol/trimetroprim (25ug). Apds a
incubagao, foi feita a leitura dos halos de inibicdo de crescimento formados ao redor
dos discos e a interpretacédo dos resultados foi realizada com o auxilio de uma tabela
de padrdes (CLSI, 2005) (ANEXO VI).

4.5- Testes para deteccao de ESBL

4.5.1- Deteccéao de cepas produtoras de ESBL

Cada cepa identificada como pertencente a familia Enterobacteriacea foi
avaliada quanto a possibilidade de ser produtora de ESBL. As cepas foram semeada
em meio Agar MacConkey (MC) (Merck) modificado acrescido de 2,0mg/L de
ceftazidima, como teste de triagem para a cepas produtoras de ESBL. As placas
foram incubadas a 35°C/24 horas. As bactérias que apresentaram crescimento
positivo foram confirmadas quanto a produgcdo de ESBL (KONEMAN et al., 2006).



62

4.5.2- Confirmacao de cepas produtoras de ESBL

As cepas que apresentaram crescimento em Agar MacConkey (MC)
(Merck) contendo 2,0mg/L de ceftazidima foram confirmadas para a produgéo de
ESBL com a metodologia do teste de difusdo em disco, utilizando os discos de
ceftazidima e &cido clavulanico (KONEMAN et al., 2006) (ANEXO VII).
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5- RESULTADOS

5.1- Contagem Padrao em Placas

Para a contagem padrdo em placas de microrganismos aerobios
mesofilos, foi observada uma variacao nesta pesquisa de <1,0 x 10 UFC/g a 6,3 x
10° UFC/g, e a maioria das amostras encontrava-se entre 10? e 10° UFC/g (FIGURA

1),

% de amostras

>10 - 102 103 - 104 105 - 106
UFC/g

FIGURA 1 — Percentual de amostras de carne de frango resfriada
e congelada comercializada na cidade de Fortaleza, Ceara em
relagdo a contagem de bactérias aerdbias mesofilas.

5.2- Determinacdao do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes a 35°C e
coliformes a 45°C

Independentemente da existéncia de padrao microbiolégico na legislacao
brasileira em vigor (BRASIL, 2001), para coliformes a 35°C com referéncia a

situagdes e convencdes microbioldgicas para a avaliagdo de alimentos para os quais
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nao existem padrdes especificos, essas amostras também foram submetidas a esta
analise, para que se tivesse uma idéia dessa carga microbiana e das condi¢coes
higiénico-sanitarias destes alimentos, que muito provavelmente poderado refletir as
condicoes da matéria-prima, do ambiente e do pessoal. O Niumero Mais Provavel de
coliformes a 35°C variou entre <8 a 24000 NMP/g. Assim, das 80 amostras de carne
de frango analisadas, 18 (22%) amostras apresentaram contagem de >3 a
930NMP/g, 35 (44%) amostas, contagem entre 1500 — 4600NMP/g e 27 (34%)
amostras encontravam-se entre 11000 — 24000NMP/g (FIGURA 2).

44
45+
40, 34
35+
30 22
25+
20+
151
10

% de amostras

>3-930 1500 - 4600 11000 - 24000
NMP/g

FIGURA 2 — Percentual de amostras de carne de frango resfriada
e congelada comercializada na cidade de Fortaleza, Ceara em
relagéo a coliformes a 35°C.

Na contagem de coliformes a 45°C foram considerados os padrdes
microbiolégicos exigidos pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2001) que classifica os
produtos avicolas como aceitavel para o consumo até 10* NMP/g. Baseado neste
padrdo, das 80 amostras analisadas neste trabalho, 79% das amostras
encontravam-se dentro dos padrdes para coliformes a 45°C ( FIGURA 3).
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21%

O Fora dos padroes m Dentro dos padroes

FIGURA 3 - Percentual de amostras fora e dentro dos padroes
para coliformes a 45°C encontrados em carne de frango resfriada
e congelada comercializada na cidade de Fortaleza, Ceara.

5.3- Identificacao das cepas

Das 80 amostras analisadas foram identificadas 52 cepas de coliformes,
sendo que 11 (21,1%) apresentaram caracteristicas bioquimicas de Escherichia coli,
22 (42,4%) de Klebsiella pneumoniae e 19 (36,5%) de Enterobacter aerogenes
(FIGURA 4).

42,4%

Escherichia coli Klebsiella Enterobacter
pneumoniae aerogenes

FIGURA 4 - Prevaléncia das espécies de coliformes isoladas de
amostras de carne de frango resfriada e congelada comercializada
na cidade de Fortaleza, Ceara.



66

Posteriormente, todas as cepas identificadas foram submetidas ao teste
de sensibilidade a antibidticos. Os antibidticos testados foram aqueles
recomendados pela Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2005) para a
andlise do perfil de sensibilidade a antibiéticos dos bacilos Gram-negativos
pertencentes a familia Enterobacteriaceae.

5.4- Testes de Sensibilidade a Antibioticos

5.4.1- Escherichia coli

Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que as cepas de
Escherichia coli apresentaram uma alta percentagem de resisténcia aos
antimicrobianos, sendo a amicacina, gentamicina e o imipenem o0s antimicrobianos
mais eficientes, mostrando-se 100% eficientes, e a doxiciclina o que apresentou a

maior resisténcia (90,9%), seguido da estreptomicina (81,8%).

A TABELA 1 mostra o perfil de resisténcia e sensibilidade das cepas de
Escherichia coli aos 10 agentes antimicrobianos testados.

TABELA 1 - Perfil de resisténcia e sensibilidade a antimicrobianos encontrado nas cepas de
Escherichia coli analisadas.

Antibiticos Sensivel Intermediario Resistente
N° % N° % N° %
Amicacina 11 100 - - - -
Ampicilina 05 45,5 - - 06 54,5
Ciprofloxacina 09 81,8 - - 02 18,2
Ceftazidima 10 90,9 01 9,1 - -
Estreptomicina 02 18,2 - - 09 81,8
Doxiciclina - - 01 9,1 10 90,9
Gentamicina 11 100 - - - -
Imipenem 11 100 - - - -
Sulfonamida* 02 28,6 - - 05 71,4
Sulfametoxazol/ 03 27.3 ) ) 08 72,7

Trimetroprim
* teste de sensibilidade a sulfonamida realizado somente com 7 cepas de E. coli.
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Das 11 cepas de Escherichia coli testadas quanto a sensibilidade
antimicrobiana, 9/11 (81,9%) foram multi-resistentes, 2/11 (18,2%) apresentaram
sensibilidade intermediaria para pelo menos um antibiético testado e 2/11 (18,2%)

foram resistentes a apenas um antibiético.

Os percentuais de sensibilidade das cepas de E. coli a cada um dos
antibioticos utilizados foram: amicacina (100,0%), ampicilina (45,5%), ciprofloxacina
(81,8%), ceftazidima (90,9%), estreptomicina (18,2%), gentamicina (100,0%),
imipenem (100,0%), sulfonamida (28,6%), sulfametoxazol/trimetroprim (27,3%). Os
de resisténcia foram: ampicilina (54,5%), ciprofloxacina (18,2%), estreptomicina
(81,8%), doxiciclina (90,9%), sulfonamida (71,4%), sulfametoxazol/trimetroprim
(72,7%). Os percentuais de sensibilidade intermediaria para cada droga

antimicrobiana utilizada foram: ceftazidima (9,1%) e doxiciclina (9,1%).

No tocante ao perfil antimicrobiano das cepas de E. coli isoladas, foram
determinados modelos de resisténcia a antibiéticos, sendo que apenas 03 cepas
(27%) foram sensiveis a todos os antibidticos testados. Apesar de aproximadamente
18% dos isolados apresentarem resisténcia a somente um antibiético, o carater de
multipla resisténcia foi constatado na maioria das cepas, destacando-se 2 cepas

com resisténcia a 6 dos antibitticos testados (FIGURA 5).
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FIGURA 5 - Resisténcia a antibiéticos de cepas de Escherichia coli
isoladas de carne de frango resfriada e congelada comercializada na
cidade de Fortaleza, Ceara.
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5.4.2- Klebsiella pneumoniae

Os resultados dos testes de sensibilidade antimicrobiana realizados nas
22 cepas de Klebsiella pneumoniae, frente aos 10 antibidticos testados
demonstraram que os antibidticos mais eficientes, ou seja, os que apresentaram
maior percentual de sensibilidade, foram a gentamicina, imipenem e
sulfametoxazol/trimetroprim, ambos com 95,5% de eficiéncia e 0 menos eficaz, com

menor percentual de sensibilidade, foi ampicilina.
O perfil de sensibilidade/resisténcia antimicrobiana das cepas de

Klebsiella pneumoniae esta apresentado na TABELA 2.

TABELA 2 - Perfil de resisténcia e sensibilidade a antimicrobianos encontrado nas cepas de
klebsiella pneumoniae analisadas.

Antibidticos Sensivel Intermediario Resistente
N° % N° % N° %
Amicacina 20 91,0 01 45 01 45
Ampicilina 01 4,5 - - 21 95,5
Ciprofloxacina 19 86,4 - - 03 13,6
Ceftazidima 18 81,9 01 4,5 03 13,6
Estreptomicina 15 68,2 - - 07 31,8
Doxiciclina 05 22,7 10 45,5 07 31,8
Gentamicina 21 95,5 - - 01 45
Imipenem 21 95,5 01 4,5 - =
Sulfonamida 16 72,7 02 9,1 04 18,2
Sulfametoxazol/ 1 955 i i 01 45

Trimetroprim

Das 22 cepas de Klebsiella pneumoniae testadas quanto a sensibilidade
antimicrobiana, 10/22 (45%) foram multi-resistentes, 15/22 (68%) apresentaram
sensibilidade intermediaria para pelo menos um antibidtico testado e 12/22 (54%)

foram resistentes a apenas um antibiético.

Os percentuais de sensibilidade das cepas de K. pneumoniae a cada um
dos antibidticos utilizados foram: amicacina (91,0%), ampicilina (4,5%),
ciprofloxacina (86,4%), ceftazidima (81,9%), estreptomicina (68,2%), doxiciclina
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(22,7%), gentamicina (95,5%), imipenem (95,5%), sulfonamida (72,2%),
sulfametoxazol/trimetroprim (95,5%). Os de resisténcia foram: amicacina (4,5%),
ampicilina (95,5%), ciprofloxacina (13,6%), ceftazidima (13,6%), estreptomicina
(81,8%), doxiciclina (31,8%), gentamicina (4,5%), sulfonamida (18,2%),
sulfametoxazol/trimetroprim (4,5%). Os percentuais de sensibilidade intermediaria
para cada droga antimicrobiana utilizada foram: amicacina (4,5%), ceftazidima
(4,5%) e doxiciclina (45,5%), imipenem (4,5%), sulfonamida (9,1%).

Quanto ao perfil antimicrobiano das cepas de K. pneumoniae isoladas,
foram determinados modelos de resisténcia a antibiéticos, sendo que 54% dos
isolados apresentaram resisténcia a somente um antibiotico, o carater de multipla
resisténcia foi constatado na maioria das cepas, destacando-se uma cepa com

resisténcia a 7 dos antibiéticos testados (FIGURA 6).
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FIGURA 6 - Resisténcia a antibidticos de cepas de Klebsiella
penumoniae isoladas de carne de frango resfriada e congelada
comercializada na cidade de Fortaleza, Ceara.

5.4.3- Enterobacter aerogenes

As cepas de Enterobacter aerogenes apresentaram uma alta
percentagem de resisténcia aos antimicrobianos, sendo a ciprofloxacina o
antimicrobiano mais eficiente (94,7%), com menor indice de resisténcia e a

ampicilina o que apresentou a maior resisténcia (89,4%).
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Na TABELA 3 constam os resultados obtidos para o grau de
resisténcia/sensibilidade das cepas de Enterobacter aerogenes isoladas frente aos
10 antimicrobianos testados.

TABELA 3 - Perfil de resisténcia e sensibilidade a antimicrobianos encontrado nas cepas de
Enterobacter aerogenes analisadas.

Antibidticos Sensivel Intermediario Resistente

N° % N° % N° %
Amicacina 16 84,2 02 10,5 01 5,3
Ampicilina 01 5,3 01 5,3 17 89,4
Ciprofloxacina 18 94,7 - - 01 5,3
Ceftazidima 17 89,5 - - 02 10,5
Estreptomicina 11 57,9 - - 08 421
Doxiciclina - - 09 47 .4 10 52,6
Gentamicina 16 84,2 - - 03 15,8
Imipenem 16 84,2 01 53 02 10,5
Sulfonamida 09 47,4 01 5,3 09 47,4
Sulfametoxazol/ 12 63.2 i i 07 36,8

Trimetroprim

Das 19 cepas de Enterobacter aerogenes testadas quanto a sensibilidade
antimicrobiana, 14/19 (73,6%) foram multi-resistentes, 14/19 (73,6%) apresentaram
sensibilidade intermediaria para pelo menos um antibiético testado e 5/19 (26,3%)

foram resistentes a apenas um antibiético.

Os percentuais de sensibilidade das cepas de E. aerogenes a cada um
dos antibidticos utilizados foram: amicacina (84,2%), ampicilina (5,3%),
ciprofloxacina (94,7%), ceftazidima (89,5%), estreptomicina (57,9%), gentamicina
(84,2%), imipenem (84,2%), sulfonamida (47,4%), sulfametoxazol/trimetroprim
(63,2%). Os de resisténcia foram: amicacina (5,3%), ampicilina (89,4%),
ciprofloxacina (5,3%), ceftazidima (10,5%), estreptomicina (42,1%), doxiciclina
(52,6%), gentamicina (15,8%), imipenem (10,5%), sulfonamida (47,4%),
sulfametoxazol/trimetroprim (36,8%).0s percentuais de sensibilidade intermediaria
para cada droga antimicrobiana utilizada foram: amicacina (10,5%), ampicilina

(5,3%), doxiciclina (47,4%), sulfonamida (5,3%), sulfametoxazol/trimetroprim (5,3%).
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Quanto ao perfil antimicrobiano das cepas de E. aerogenes isoladas,
foram determinados modelos de resisténcia a antibiéticos, sendo que 25% dos
isolados apresentaram resisténcia a somente um antibiético, o carater de mdultipla
resisténcia foi constatado na maioria das cepas, destacando-se 2 cepas com
resisténcia a 6 dos antibiéticos testados (FIGURA 7).
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FIGURA 7 - Resisténcia a antibidticos de cepas de Enterobacter
aerogenes isoladas de carne de frango resfriada e congelada
comercializada na cidade de Fortaleza, Ceara.

5.5- Deteccao de cepas produtoras de ESBL

Das 11 cepas de Escherichia coli, 22 de Klebsiella pneumoniae e 19 de
Enterobacter aerogenes isoladas, apenas 4, 9 e 5 cepas apresentaram o fenétipo
produtor de ESBL, respectivamente, e destas somente 3 (33%) das cepas de
Klebsiella pneumoniae e 3 (60%) das cepas de Enterobacter aerogenes foram
confirmadas como produtoras de ESBL (FIGURAS 8 e 9).
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FIGURA 8 — Percentual de cepas de Klebsiella pneumoniae
produtoras de ESBL.
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FIGURA 9 — Percentual de cepas de Enterobacter aerogenes
produtoras de ESBL.

Das 18 cepas de coliformes que apresentaram o fenétipo produtor de
ESBL, somente 6 (35%) foram confirmadas como produtoras de ESBL (FIGURA 10).
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FIGURA 10 — Coliformes produtores de ESBL.
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6- DISCUSSAO

6.1- Contagem Padrao em Placas

Resultado similar ao encontrado no presente estudo foi observado por
HOFFMAN et al. (1995) ao identificar a presenga de microrganismos mesofilos em
amostras de frangos congelados comercializados no estado de Sdo Paulo. Nesta
pesquisa foi observado que houve uma variagdo de <1,0 x 10 UFC/g a 6,3 x 10°
UFC/g, e a maioria das amostras encontrava-se entre 10 e 10° UFC/g.

Trabalho semelhante realizado por CARLONI et al. (1998) ao estudarem
as condigdes higiénico-sanitarias de 100 amostras de aves prontas para 0 consumo
na Argentina, para a detecgcao de bactérias aerébias meséfilas, encontraram o valor
minimo de 1,0 x 108 UFC/g e o méximo de 1,0 x 10° UFC/g, considerando os autores
que 20% das amostras apresentaram valores acima dos valores limites permitidos

para esse pais, que é de 10 x 10° UFC/g.

PINTO et al. (1999) observaram que 60% (36/60) das amostras de
linglica e 44,7% (17/38) das amostras de salsichas de carne de frango servidas na
Unesp (SP) apresentaram contagens de meséfilos entre 10% e 10° UFC/g e 28,94%
(11/38) apresentaram contagens acima de 10° UFC/g. Resultados semelhantes
foram detectados por HOFFMAN et al. (1999) para microrganismos mesdofilos,
valores esses variando de 10° a 10* UFC/g em frangos inteiros comercializados em
Sé&o José do Rio Preto-SP.

Para CARDOSO et al. (2005) em relagdo a contagem dos mesdéfilos para
as amostras de carcacas de frango e de cortes de frango oriundos da industria
avicola de Descalvado, a variagao do valor minimo e maximo observado foi de 4,0 x
102 2 8,0 x 10° UFC/g e de <10 a 7,8 x 10? UFC/g, respectivamente.
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Em um experimento, RUSSELL (1996) relatou que mesofilos séo
reduzidos ou se mantém constantes, quando carcagas sao mantidas em

temperaturas menores que 4°C.

SOUSA et al. (2006) avaliando a qualidade higiénico-sanitaria de
amostras congeladas de frangos industrializados, resfriadas industrializadas e néao
industrializadas e n&o inspecionadas comercializados na cidade de Salvador-Bahia
obtiveram contagem média de mesoéfilos de 9,3 x 10° UFC/g, 2,1 x 10’ UFC/g e 1,3 x
10® UFC/g, respectivamente.

FIGUEREDO et al. (2006) analisaram amostras de diferentes cortes
carneos de frango resfriado (asa, coxa e peito) comercializados na cidade de
Franca-SP e constataram uma variagdo de mesoéfilos de 1,4 x 10 a 2,5 x 10" UFC/g.

A completa prevencéo da contaminagao dos alimentos, principalmente os
de origem animal, é extremamente dificil, tendo em vista a ampla distribuicdo de
bactérias no ambiente e a freqliente existéncia de portadores assintomaticos. No
entanto, a adocao de medidas higiénico-sanitarias no manuseio e processamento, o
controle das racdes e a prevencao das contaminacdes cruzadas, sdo algumas das
medidas importantes para a redugéo dos niveis de contaminacéo (LEITAO, 1988).

Os microrganismos pesquisados neste experimento sdo mesofilos, o que
representa a manutencdo do produto em temperaturas inadequadas a sua
conservagao em uma ou mais etapas do seu processamento ou armazenamento. Se
0 processamento de alimentos de origem animal for bem conduzido, os niveis de
contaminagdo microbiana serdo baixos, uma vez que a qualidade final dependera da
extensdo da contaminagdo/recontaminacdo das espécies bacterianas presentes e
da temperatura de armazenamento (BUCHANAN, 1992).
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6.2- Determinacdao do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes a 35°C e
coliformes a 45°C

Contagem de coliformes totais significativa demonstra a necessidade de
adocdo de boas praticas de manipulagdo, bem como um maior controle no
processamento e no acondicionamento dos alimentos, além do isolamento das
areas de manipulagao para melhorar a qualidade higiénica dos produtos analisados.
Embora ndo existam padrdes estabelecidos para coliformes totais pelas legislagbes
sanitarias em vigor, numeros elevados destes coliformes indicam que esta
ocorrendo uma deficiéncia na qualidade de higienizacao interna nos abatedouros, o
que deve ser revisto para evitar posteriormente contaminagdes que possam

prejudicar a qualidade dos produtos.

O abate é a etapa em que a industria tem capacidade de controlar a
contaminacao bacteriana do frango (PORTO & SILVA, 1995), entretanto trabalhos
tém acusado a deteccao de coliformes a 35°C em produtos avicola como relata
CASTRO et al. (1997) em 306 (66,2%) das amostras analisadas na linha de abate

(figado, coxa e sobre-coxa).

HOFFMAN et al. (1999) ao estudarem amostras de hamburgueres e
salsichas de frango comercializadas em S&o José do Rio Preto-SP, verificaram que
todas se encontravam em acordo com os padrées estabelecidos na legislacao
vigente para coliformes fecais. No presente estudo, das 80 amostras de carne de
frango analisadas 46 (57%) apresentaram-se aceitaveis para o0 consumo humano e
34 (43%) apresentaram-se fora dos padrées para o consumo, em relacdo a
contagem de coliformes a 35°C. Para a contagem de coliformes a 45°C, 63 (79%)
amostras encontravam-se dentro dos padrdes, enquanto, 17 (23%) estavam fora dos
padroes exigidos pela legislagdo vigente.

Entretanto, PINTO et al. (1999) observaram que 18,34% (11/60) das
amostras de linglica de carne de ave servidas na Unesp-SP apresentaram

enumeracéo de coliformes fecais superiores a 5,0 x 10> NMP, enquanto CHAVES et
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al. (2000) detectaram coliformes fecais em 15 (75%) das linglicas comercializadas

no municipio do Rio de Janeiro-RJ.

OLIVEIRA et al. (1999) ao analisarem 30 amostras de hamburguer de
frango comercializados em Niter6i-RJ, observaram que o NMP de coliformes fecais
das amostras variou de 4,0 a 4,6 x 10> NMP/g.

Em trabalho realizado por CARDOSO et al. (2005) com 29 amostras de
carcagas e 35 cortes de frango provenientes de um abatedouro localizado no estado
de S&o Paulo, os valores minimos e maximos para o NMP de coliformes fecais por
grama das amostras de carcacas e de cortes de frango obtidas foram <3 e 9,6 x 107,
<3 e 11,2 x 10?, respectivamente.

Considerando os resultados observados por outros pesquisadores que
também avaliaram a presenga de coliformes fecais em diferentes produtos avicolas,
destaca-se VIEIRA & TEIXEIRA (1997) que estudaram as condicdes higiénico-
sanitdrias de carcacas de frango comercializadas em Pogos de Caldas-MG,
apresentaram uma variacdo com valores inferiores a 0,3 a 1,1 x 10° NMP/g para

coliformes a 45°C.

REZER & CARDONHA (2000) analisando carcacas de frango
comercializadas em Natal-RN, verificaram a presenca de coliformes fecais em 10
(100%) das amostras de feiras livres e 6 (60%) das amostras de supermercados,
contagens superiores a 3 x 10° NMP/g estabelecidos pela legislagdo do estado de
Sé&o Paulo.

CASTRO et al. (1997) relataram a presenga de coliformes fecais em
100% das 140 amostras de figado e de coxa/sobrecoxas comercializadas no estado
de S&o Paulo. Ja para carcacgas inteiras, CARLONI et al. (1998) obtiveram valores

de 1,1 x 10° NMP/g em amostras consumidas na cidade de Buenos Aires, Argentina.

Comparando-se os resultados obtidos por esses pesquisadores, pode-se

verificar que existe uma discrepancia muito grande em relacdo a presenca dos
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coliformes fecais nas amostras estudadas, demonstrando que as condigdes

higiénico-sanitarias podem ser diferentes para cada estabelecimento produtor.

6.3- Testes de Sensibilidade a Antibioticos

TURTURA et al. (1990) obtiveram resultados semelhantes em culturas de
E. coli isoladas de carcacas de frango comercializadas na Itdlia. No entanto,
comparando-se os resultados aqui obtidos com trabalhos realizados no Brasil nas
décadas de 70 e 80, é possivel constatar-se uma evolugédo quantitativa de cepas de
E. coli resistentes (MARTINS et al., 2003). Por exemplo, FALCAO et al. (1982)
registraram 47% de cepas sensiveis em relacao a todos os antibidticos testados. No
presente estudo, apenas cerca de 27% das cepas foram sensiveis a todos os

antibidticos.

MARTINS et al. (2003) isolaram 124 cepas de Escherichia coli de
amostras de produtos de origem animal comercializadas no estado do Ceard e
constataram que 63% das cepas possuiam carater de resisténcia mdultipla a

antibidticos.

Em pesquisa realizada por CAMPOS et al. (2006) verificando o perfil de
sensibilidade de 69 cepas de E. coli isoladas de um laticinio de Goias, 42 (60,9%)
cepas foram suscetiveis a todos os antibidticos testados, enquanto 27 (39,1%)
apresentaram resisténcia a cefalotina, a tetraciclina e ao
sulfametoxazol/trimetroprim. STURMER et al. (2004) analisando 406 cepas de E.coli
isoladas de fezes de pacientes internados na Alemanha, observaram resisténcia de
16,7% a ampicilina, 0,7% a ciprofloxacina e 8,6% ao sulfametoxazol/trimetroprim.
Na presente pesquisa foi observada resisténcia das cepas somente ao

sulfametoxazol/trimetroprim.

Em uma pesquisa realizada com 1.142 cepas de E. coli isoladas de

amostras de urina de pacientes hospitalizados no Canada, 37,7% das cepas foram
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resistentes a ampicilina, 5,5% resistentes a ciprofloxacina e 21,3% foram resistentes

ao sulfametoxazol/trimetroprim (ZHANEL et al., 2000).

Estudo realizado por BACCARO et al. (2002), em amostras de E. coli
isoladas de fezes de leitdes de granjas no estado de S&o Paulo, revelou resisténcia
de 87,4% das amostras ao sulfametoxazol/trimetroprim e 86,8% a ampicilina.

Em estudo conduzido por GALES et al. (2000) com 262 cepas de E. coli
isoladas da urina de pacientes hospitalizados na América Latina, a resisténcia a
ampicilina foi de 58,8% e a ciprofloxacina de 8,1%. Fato que nao foi constatado em
nossa pesquisa.

Amostras de E. coli usualmente sao sensiveis a gentamicina, amicacina,
trimetoprim, sulfazotrim (sulfametoxazol + trimetoprim) e ceftiofur, e resistentes a
tetraciclina, estreptomicina, sulfonamidas, ampicilina e kanamicina (PALU et al.,
2000), dados confirmados nesta pesquisa, onde o maior indice de sensibilidade foi

observado para amicacina, gentamicina, ambos com 100% de eficécia.

Trabalho realizado por CARDOSO et al. (2005) mostrou que as cepas de
E. coli provenientes de frangos de corte oriundos da industria avicola de
Descalvado, apresentaram uma alta percentagem de resisténcia aos
antimicrobianos, sendo a fosfomicina o antimicrobiano mais eficiente, com menor
indice de resisténcia (45,4%), e 0 acido oxolinico o que apresentou maior resisténcia
(87,9%). As cepas de E. coli provenientes das matrizes apresentaram, em meédia,
taxas de resisténcia superiores a 50%.

Este aumento, provavelmente, esta relacionado ao uso abusivo de
antibidticos, que favorece a selecao de linhagens com diferentes mecanismos de
resisténcia, bem como a transferéncia dos genes responsaveis por estas

caracteristicas, através de plasmideos de resisténcia (DAVIES, 1994).

As cepas de E. coliisoladas de aves sao freqlentemente resistentes para

mais de uma droga (GROSS, 1991), e o uso indiscriminado de antimicrobianos € o
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fator mais importante para promover a sele¢cdo e disseminacao dessa resisténcia
(WITTE, 1998).

A resisténcia adquirida pela bactéria E. coli devido a utilizacdo
inadequada de antimicrobianos e de administracdo em doses sub-terapéuticas,
apenas selecionam os agentes bacterianos mais resistentes, e ndo debelam a
infecgao (FERREIRA & KNOBL, 2000).

Os antimicrobianos utilizados tém alta ac&o destrutiva nas células
bacterianas, mas mesmo com este potencial, as cepas de E. coli estdo se tornando
resistentes a acao antimicrobiana, fato que foi evidenciado neste trabalho.

Os resultados encontrados no presente estudo foram verificados também
por CLOUD et al. (1985), ALLAN et al. (1993), AMARA et al. (1995), PEIGHAMBARI
et al. (1995), os quais relataram também altas taxas de resisténcia aos

antimicrobianos testados.

KIM et al. (2005) isolaram 132 cepas de K. pneumoniae de fontes
alimentares comercializadas em OKlahoma, todos os isolados foram resistentes a
ampicilina, tetraciclina, estreptomicina, gentamicina e canamicina. A producédo de
betalactamases nas cepas isoladas foi responsavel pela resisténcia aos antibiéticos
beta-lactdmicos. No presente estudo a maioria das cepas apresentou resisténcia a
ampicilina e sensibilidade a gentamicina, corroborando com o resultado obtido pelo

autor citado.

A multi-resisténcia tem sido citada por diversos autores, apresentando
niveis mais elevados em cepas isoladas de suinos e aves, quando comparada a
isolados de bovino (BACCARO et al., 2002), fato que se deve a pressao de selecao
causada pela adi¢ao indiscriminada de antibi6ticos na ragéo animal.

O alto nivel de resisténcia mdultipla a antibidticos representa um risco
potencial para a saude publica e pode dificultar o tratamento de doengas humanas e
de animais, agravando quadros clinicos potencialmente curaveis (FREITAS et al.,
2004).
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NASCIMENTO et al. (2005) estudaram 41 amostras de alface coletadas
em feiras livres na cidade de S&ao Luis no Maranhéo e isolaram 28 cepas de E. coli,
4 de C. freundii, 3 de S. marcescens, 3 de K. pneumoniae e 3 de E. aerogenes. As
cepas que apresentaram maior resisténcia foram as de K. pneumoniae, o autor

sugere que essas cepas seriam produtoras de ESBL.

Quanto maior a resisténcia da bactéria aos antibidticos, maiores sé&o as
suas condi¢cdes de sobrevivéncia, ndo s6 em ambiente hospitalar, quanto extra-
hospitalar, além de grande facilidade de adquirir resisténcia a outros antibiéticos
e/ou quimioterapicos (NUNES et al., 2001).

Conhecer as bactérias resistentes a antibiéticos € uma atividade que
merece atencdo, uma vez que o alimento é uma porta de entrada para estes

microrganismos nos seres humanos.

Provavelmente, o alto grau de resisténcia exibido por essa bactéria e
demais cepas esteja relacionado com a producao de enzimas betalactamases, que
inativam as drogas de espectro beta-lactamicos (TAVARES, 1993; PITOUT, 1997),

ou devido a resisténcia mediada por outras enzimas.

Considerando o resultado de sensibilidade de cepas de Enterobacter
aerogenes a ciprofloxacina, o resultado aqui apresentado sugere que essa droga
pode ser Util na eventual necessidade de um tratamento no caso de infec¢des

associadas com as cepas de E. aerogenes isoladas neste estudo.

Entretanto, BAZILE-PHAM-KHAC et al. (1996) e LAMBIE et al. (2000)
observaram um aumento na resisténcia as novas quinolonas em cepas isoladas de
frangos de corte. Nesta pesquisa a ciprofloxacina mostrou-se eficiente para a
maioria das cepas testadas.

Do género Enterobacter spp as espécies mais comumente encontradas
sdo: E. aerogenes, E. cloacae, E. agllomerans e E. sakazakii. Infecgbes por E.

aerogenes podem ser adquiridas de fontes endbégenas e exdgenas, pois essa
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bactéria é ubiqua. Varias espécies tém sido encontradas em fezes humanas, de
animais, agua, alimentos e insetos (SANDERS & SANDERS, 1997).

Na pesquisa realizada por LAZARO et al. (1999) foi testado o nivel de
resisténcia de enterobactérias, isoladas das maos de manipuladores de alimentos e
das superficies de produtos carneos nao-processados da Unidade de Alimentacao
da Universidade Federal do Rio de Janeiro. Verificaram que mais de 50% das cepas
isoladas mostraram-se resistentes a ampicilina, cefalotina, estreptomicina e
tetraciclina, sendo a ampicilina (86,3% dos isolados) considerada o marco de

resisténcia.

E de extrema importancia o isolamento do agente causador da infecgéo e
posteriormente realizacdo do teste de susceptibilidade, o qual indicard o melhor
antimicrobiano para a prescricdo de tratamentos, evitando-se assim 0 uso

inadequado que possa causar uma selecao bacteriana resistente.

O uso indiscriminado de antibidticos, na terapéutica avicola e como
promotores de crescimento em ragdes, tem sido apontado como causa de multi-
resisténcia de patégenos e levado a selegcdo de bactérias resistentes dentro do

ecossistema.

Com o declinio de efetividade dos antimicrobianos existentes, as
infeccoes serdo mais dificeis de tratar e tornar-se-do também mais onerosas, e

consequentemente, as epidemias serdo mais dificeis de controlar.

Os resultados do presente trabalho sdo importantes ndo apenas para a
avicultura como também para a medicina humana, devido aos riscos de
transferéncia de bactérias dos animais para humanos. Entretanto, SADER (2004)
afirmou que néo foi documentada ainda ligagao entre resisténcia em hospitais e uso

de aditivos antimicrobianos em animais produtores de alimentos.
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6.4- Deteccao de cepas produtoras de ESBL’s

Atualmente as ESBL representam o maior grupo de betalactamases
estudado mundialmente e tém sido motivo de extensivas investigacoes

microbiolégicas, bioquimicas, genéticas e epidemiolégicas (REIS et al., 1998).

As ESBL inativam muitas das cefalosporinas de terceira geracao,
enquanto que os carbapenémicos sao relativamente resistentes a estas enzimas
versateis. As bactérias Gram-negativas tém estado suficientemente cheias de
recursos como a producdo de betalactamases que inativam antibiéticos em forma
especifica, como o imipenem, que sao resistentes a agdo da maior parte das outras
enzimas (KONEMAN et al., 2006).

Um dos principais problemas causados por estas enzimas é decorrente
do fato de sua producao ser induzida durante a terapéutica antimicrobiana. Dessa
maneira, quando a amostra bacteriana é detectada pelo laboratério de microbiologia,
ela é aparentemente sensivel as cefalosporinas de terceira geracao e penicilinas de
amplo espectro, porém, durante o tratamento pode ocorrer inducédo da producao de
grandes quantidades de enzimas e o paciente comecar a evoluir mal, ocorrendo
"recidiva” da infecgdo. Uma nova amostra da bactéria € isolada e esta podera se
mostrar resistente a um antimicrobiano (utilizado para o tratamento) para o qual a
bactéria era inicialmente sensivel, podendo até ser interpretado como erro

laboratorial quando da avaliagdo da primeira amostra (SILVA & SALVINO, 2000).

E de suma importancia avaliar a freqliéncia de bactérias produtoras de
ESBL para que se possa estabelecer como rotina no laboratério de microbiologia
clinica a inclusdo dos antibiéticos nos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos
que auxiliam em tal identificagdo como ceftriaxona, ceftazidima, cefotaxima,
cefpodoxima, aztreonam, tobramicina, ciprofloxacina e os discos que possuem 0s
inibidores associados como amoxicilina/acido clavulanico, sulbactam/ampicilina ou
ticarcilina/acido clavulanico. Esta selecdo pode ajudar ao Clinico, evitando
ocorréncia de falha terapéutica (KONEMAN et al., 2006).
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Nesta pesquisa, das 11 cepas de Escherichia coli, 22 de Klebsiella
pneumoniae e 19 de Enterobacter aerogenes, apenas 4, 9 e 5 cepas apresentaram
o fenotipo produtor de ESBL’s, respectivamente, e destas somente 3 (33%) das
cepas de Klebsiella pneumoniae e 3 (60%) das cepas de Enterobacter aerogenes

foram confirmadas como produtoras de ESBL’s.

O primeiro relato de cepas produtoras de ESBL ocorreu em Frankfurt, na
Alemanha em 1983, onde enzimas do tipo SHV foram isoladas de Klebsiella
pneumoniae e Escherichia coli. A andlise destas cepas demonstrou posteriormente
que a resisténcia devia-se a produgdo de uma betalactamase plasmidial transferivel,
derivada de SHV-1, sendo denominada SHV-2. Desde entdo, tém sido descritas em
todo mundo numerosas enzimas dos tipos TEM e SHV com este fendtipo de
resisténcia (PELOSO et al., 2007).

Cepas de Klebsiella spp e Escherichia coli sao as bactérias mais comuns
produtoras de ESBL, porém ja foram detectadas em diversas outras espécies de
Enterobacteriaceae e em Pseudomonas aeruginosa. Atualmente existem mais de
150 ESBL descritas, das quais mais de 90 sao do tipo TEM e mais de 25 dos tipos
SHV e OXA. As enterobactérias produtoras de ESBL tém sido isoladas com maior
freqliéncia em amostras procedentes de pacientes hospitalizados, porém também
podem ser encontradas em amostras de origem comunitaria. Estes isolamentos
podem aparecer de forma esporadica, sem relacdo epidemiolégica ou dar lugar a
surtos nosocomiais (PELOSO et al., 2007).

Klebsiella pneumoniae é um dos bacilos gram-negativos mais
freqlientemente isolados como causa de infecgdes hospitalares (YINNON et al.,
1996), chegando a ser responsavel por até 29% das infecgcbes de um hospital
(MYEROWITZ et al, 1971). As infeccbes causadas por K. pneumoniae estao
associadas com alta morbimortalidade (MEYER et al., 1993).

A prevaléncia de amostras de K. pneumoniae produtoras de ESBL varia
entre diferentes regides, sendo relatada como 9,6% na Franga (SIROT et al., 1987),
14% no Reino Unido (LIN et al., 1992), 24% na Grécia (VATOPOULOS et al., 1990)
e 9% na Hungria (NAGY et al., 1998). Estudo multicéntrico envolvendo hospitais em
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trés diferentes cidades brasileiras demonstrou que a K. pneumoniae foi a causa de
9,7% das infeccdes de corrente sangtiinea, 11% das do trato respiratério inferior, 7%
das de pele e mucosas, feridas, e também por 11,7% das ocorridas nas UTI. Destas,
mais de 50% eram produtoras de betalactamases (SADER et al, 2001). Outras
infeccdes como endocardite e meningite também podem ser causadas por este
agente (MEYER et al., 1993; PAYNE et al., 1994).

De 134 amostras de K. pneumoniae isoladas de corrente sangiinea de
pacientes internados no hospital de Sdo Paulo no periodo de julho de 1996 a julho
de 2001, 72 amostras (53,8%) foram classificadas como produtoras de ESBL e 62
(46,2%) como nao-produtoras (PEREIRA et al., 2003).

PALUCHA et al. (1999) isolaram 35 cepas de 7 espécies diferentes da
familia Enterobacteriaceae provenientes de pacientes hospitalizados no Hospital de
Varsévia e constataram que 16% das cepas de Klebsiella pneumoniae, 16% de

Citrobacter freundii e 32% de Serratia marcescens eram produtoras de ESBL.

COUDRON et al. (2003) testaram 190 cepas de Klebsiella pneumoniae
isoladas da circulacdo sanguinea de 189 pacientes hospitalizados em 30 hospitais
norte-americanos e observaram que 18 (9,5%) dos isolados eram produtores de
ESBL.

PAGANI et al. (2003) testando 12 cepas pertencentes a familia
Enterobacteriacea (1 de Klebsiella pneumoniae, 8 de Escherichia coli, 1 de Proteus
mirabilis e 2 de Proteus vulgaris) isoladas em hospital no norte da ltalia, verificaram
a producao de ESBL por todas as cepas testadas.

WU et al. (2003) verificaram a produgcdo de ESBL em cepas de
enterobactérias isoladas de Unidades Pediatricas de Cuidado Intensivo (PICU). O
aparecimento e disseminacao de enterobactérias produtoras de ESBL em PICU sao
a consequéncia da disseminagao clonal de algumas tensdes epidémicas junto com a

transmissao de resisténcia entre os organismos bacterianos.
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SILVA & SALVINO (2000) isolaram 366 enterobactérias a partir de
amostras clinicas diversas (sangue, urina, secrecdes, lavado bronco-alveolar,

cateter etc) sendo 53 enterobactérias produtoras de ESBL (14,5%).

KIM et al. (2002) isolaram 17,9% cepas de E. coli e 52.9% de K.
pneumoniae produtoras de ESBL provenientes de 157 amostras de sangue

provenientes de um hospital na Coréia.

RAMOS et al. (2005) analisaram 60 isolados, sendo 30 de Klebsiella
pneumoniae e 30 de Escherichia coli e verificaram que 14/60 (23,3%) produziam
ESBL e destes 11/30 (36,6%) eram K. pneumoniae e 3/30 (10%) eram E. coli.

A ocorréncia de ESBL em outras espécies de enterobactérias, além das
tradicionais Escherichia coli e Klebsiella spp, ja tem sido descrita por varios autores
(BONNET et al., 2000; MENDES et al., 2000; TENOVER et al., 1999; VARELA et al.,
2001). Existe, no entanto, grande dificuldade em avaliar essa ocorréncia devido a

falta de uma metodologia padronizada.

Pacientes com infeccées por enterobactérias produtoras de ESBL nao
devem ser medicados com antibiéticos betalactamicos, o que acarretaria em falha

terapéutica e agravamento do quadro infeccioso.

Para o controle de surtos ocasionados por cepas produtoras de ESBL tém
sido aplicadas medidas como a restrigdo do consumo de cefalosporinas de terceira
geracédo, isolamento dos pacientes colonizados e/ou infectados e educagdo das
pessoas que trabalham diretamente com os pacientes quanto ao cuidado com a
manipulagdo destes e a correta lavagem das maos. O problema do tratamento das
infecgdes causadas por cepas de bactérias que produzem ESBL é universal e ocorre
principalmente em hospitais que utilizam de maneira indiscriminada as
cefalosporinas de amplo espectro de acao (SILVA & SALVINO, 2000).

A dificuldade na deteccao de cepas produtoras de ESBL é decorrente de
varios fatores, como a grande variedade de tipos de ESBL, que podem variar de

cepa para cepa e alteragcdes na poténcia e afinidade das betalactamases aos
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diferentes antimicrobianos betalactamicos. A deteccao laboratorial apresenta grande
importancia, uma vez que ha varios relatos de faléncia terapéutica devido ao uso de
cafalosporinas de terceira geracao e penicilinas de amplo espectro no tratamento de
infeccdes causadas por cepas produtoras de ESBL (REIS et al., 1998).

A deteccao presuntiva de ESBL ndo acarreta custos adicionais ao
laboratério, visto que os antimicrobianos necessérios para tal deteccao podem
compor o conjunto de discos utilizados na rotina laboratorial em antibiogramas. O
trabalho no laboratério de microbiologia € imprescindivel na deteccdo das
enterobactérias produtoras de ESBL.

A deteccdo precoce destas bactérias multi-resistentes € de suma
importancia para se instaurar o tratamento adequado e as medidas de isolamento
dos pacientes, necessarias para se evitar a disseminagao destes patégenos em

surtos comunitarios e nosocomiais.
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7- CONCLUSAO

Foi possivel constatar que a carne de frango apresentou falhas em
relacdo a qualidade microbiolégica, como demonstrado pela presenga de elevado
namero de bactérias aerdbias mesdfilas, coliformes a 35°C e coliformes a 45°C,
sinalizando para o risco potencial de ocorréncia de DTA, inclusive por
microrganismos multi-resistentes a antimicrobianos e produtores de ESBL.

A implementacao de um sistema de Anadlise de Perigos e Pontos Criticos
de Controle (APPCC), envolvendo todas as etapas do processamento, pode
constituir uma medida eficaz para a melhoria da qualidade e seguranga do produto.
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ANEXOS



ANEXO | - Esquema das dilui¢des sucessivas

ALIMENTO

25g

225mL Peptona

Im
OmL — 9mL
107 107
1mL

OmL - - - e o >

113



114

ANEXO Il - Esquema da técnica de andlise da Contagem Padrdo em Placas

102

ImL H
_—

9mL

25g amostra
+
225mL Peptona 0,1%

ImL ImL ImL ImL ImL ImL

ESTUFA 35° C/48h

CONTAGEM PADRAO EM PLACAS
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ANEXO Il - Esquema da técnica do Numero Mais Provavel (NMP)
107 107

ImL ImL
— 10—
ImL 9mL
+ ImL l—_| ImL ImL
225mL Peptona
Teste presuntivo H H H H H H
|| [

CL

ESTUFA 35° C/48 h
1 Tubos positivos
1 alcada
Coliformes B J_
totais i BVB Tubos positivos
‘ N 1 algada
I
ESTUFA 35° C/48 h |
| EC
. Banho-maria
Colif
Ofl ormes |7 0 _‘ 44,5° C/24 h
ecais |
EMB

ESTUFA 35° C/24 h
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ANEXO IV — Isolamento das cepas oriundas dos tubos positivos de VB, EC, XLD e

VB

HE.

EC

XLD

HE

EMB

ESTUFA 35° C/48 h

CEPAS FERMENTADORAS

H TSA

ESTUFA 35° C/48 h

IDENTIFICACAO DAS CEPAS




ANEXO V - Identificagdo das cepas estocadas em TSA

H TSA

EMB

ESTUFA 35° C/48 h

PROVAS BIOQUIMICAS

15

Citrato

Indol

TSI

VM

VP

Motilidade

Lisina

H,S

Fenilalanina

Uréia

ESTUFA 35° C/48 h
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ANEXO VI — Testes de sensibilidade a antimicrobianos

H TSA

Agar Muller-Hinton

AMI AMP CIP CAZ EST DOX GEN IMP SF SUT

ESTUFA 35° C/48 h

AMI - Amicacina (30 ug) CIP — Ciprofloxacina (05 ug) | EST — Estreptomicina (10 ug) | GEN — Gentamicina (10 ug) | SF — Sulfonamidas (300 ug)

AMP - Ampicilina (10 ug) | CAZ - Ceftazidima (30 ug) DOX - Doxiciclina (30 ug) IMP — Imipenem (10 pQ) SUT - Sulfametoxazol/
Trimetroprim (25 ug)



ANEXO VII — Detecgéao e confirmagéao de cepas produtoras de ESBL

H TSA

Agar Mac-Conkey + 2 mg/L de
ceftazidima

ESTUFA 35° C/48 h

PRODUCAO DE ESBL

Agar Muller-Hinton com discos de
Ceftazidima e Acido clavulanico

ESTUFA 35° C/48 h

TESTE POSITIVO: ZONA EM SOMBRA

15



