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RESUMO

A salmonelose ¢ uma das principais zoonoses de grande importancia para a Satde Publica em
todo o mundo, evidenciando-se pelas suas caracteristicas de endemicidade, alta morbidade e,
sobretudo, pela sua dificuldade na ado¢do de medidas para o seu controle. O presente estudo
teve como objetivo verificar a ocorréncia de Salmonella spp. em amostras de linguigas mistas
produzidas artesanalmente no Municipio de Terra Roxa - PR. Seis mercados e trés agougues
foram visitados e um total de 150 amostras foram coletadas entre os meses de novembro e
dezembro de 2018. As amostras foram acondicionadas em suas embalagens de comercializacao
e transportadas ao Laboratério de Microbiologia da UFPR — Setor Palotina, em caixa térmica
com gelo reciclavel, devidamente identificadas quanto ao estabelecimento de origem e datas de
fabricagdo. No laboratorio foram pesados 25g de cada amostra e transferida para tubos contendo
225 mL de agua peptonada tamponada 1% para homogeneiza¢do no Stomacher Lab Blender
400, por trinta segundos. Apds analise microbiologica convencional, 16 amostras foram
consideradas positivas para Salmonella spp. As amostras foram submetidas ao teste de
suscetibilidade antimicrobiana pela técnica de disco-difusdo, frente a sete antibioticos
(Ciprofloxacina, Gentamicina, Amoxilina+Acido Clavulonato, Acido Nalidixico, Doxicilina,
Amicacina e Cefalotina), em Agar Mueller Hinton, com incubagio a 37°C por 24 horas. Apos
o periodo de incubacdo foram realizadas as leituras do halo de inibicdo mensurados em
milimetros (mm). As amostras também foram analisadas pela Técnica da PCR utilizando
oligonucleotideos iniciadores presentes no gene /nv4. Na Técnica da PCR, apenas quatro
amostras confirmaram positividade. Estas foram sequenciadas e também foram submetidas a
sorotipagem, cujo resultado foi de Sa/monela Typhimuriun. Trinte e dois por cento das amostras
foram resistentes para Ciprofloxacina, 44 para Amicacina, 75 para Acido Nalidixico, 100 para
Amoxicilina+Acido Clavulonato, 50 para Gentamicina e 93 para Doxicilina e Cefalotina. A
presenca de Salmonella spp. indica contamina¢do da matéria-prima, portanto as linguicas do
tipo mistas artesanais, precisam receber maior atengdo quanto aos aspectos higiénico-sanitarios
de sua producdo, armazenamento e comercializagdo. Os proprietarios dos estabelecimentos
foram orientados aos procedimentos corretos de manipulagdo, higienizagdo e também a

implementar uma rotina de trabalho.

Palavras-chaves: Resisténcia antimicrobiana, Alimento, Embutidos e PCR.



ABSTRAT

Salmonella is a foodborne bacterial pathogen of great relevance to global public health, due to
its characteristics of endemicity, high morbidity and the difficulty in adopting measures for its
control. The aim of this study is to verify the occurrence of Sal/monella spp. in samples of
handcrafted mixed sausage produced in Terra Roxa - PR. From November to December 0f2018
six markets and three butcher shop were visited. A total of 150 samples were collected, which
were maintained in their commercial package and transported into thermal boxes with recycle
ice to the Laboratory of Microbiology of the Federal University of Parana — Palotina for
analysis. All samples were identified with its origin place and date of manufacture. It was
collected 25g of each sample and homogenized into 225 ml of peptone water, for 30 seconds in
Stomacher Lab Blender 400. In conventional microbiological analysis, 16 samples were
positive for Salmonella spp. All were evaluated using the antimicrobial susceptibility test by
disc diffusion method for seven antibiotics (ciprofloxacin, gentamicin, amoxicillin-clavulanic
acid, nalidixic acid, doxycycline, amikacin, cefalotin). This test was performed into Mueller-
Hilton agar plate and incubatet into 37°C for 24 hours. After the incubation period were
performed readings proceed by measurement of the zoes of growth inhibition around each of
the antibiotic disks (millimiter). The samples were also analyzed by PCR technique using
oligonucleotides primers presents at the InvA gene, and only four confirmed positivity. After
sequencing and serotyping, these four samples were identified as Salmonella Typhimurium.
The analysis of antibiotic susceptibility showed 32% resistance to ciprofloxacin, 44% to
amikacin, 75% to nalidixic acid 50% to gentamicin, 93% to doxycycline and cephalothin and
100% to amoxicillin-clavulanic acid. The presence of Salmonella spp. indicates contamination
of the raw material. Therefore, handcrafted mixed sausage need special care on the hygienic-
sanitary aspects of its production, storage and commercialization. The establishment owners
were instructed to do the correct procedures of manipulation, sanitation and also to implement

a labor routine.

Key-Words: Antibiotic resistance; food, meat products, PCR.
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1. INTRODUCAO

O ser humano em seu desejo de armazenar alimentos buscou preservar as
caracteristicas dos mesmos para manter suas necessidades diarias de energia. Dessa forma
surgiram o0s processos e tecnologias de transformagdo, primeiramente rudimentares e
atualmente controldveis por padrdes tecnoldgicos para manter a qualidade dos produtos
(OLIVEIRA, 2005).

A carne ¢ uma das principais fontes de proteinas, rica em vitaminas do complexo B e
microminerais como ferro e zinco. Qualquer tipo de carne cumpre com os aspectos nutricionais
diarios, sacia e satisfaz. (OLIVO; OLIVO, 2006).

O processamento de carnes, de origem muito antiga, surgiu quando a humanidade
aprendeu com o passar do tempo a trabalhar com o sal como agente de preservagao. O embutido
esta entre as formas mais antigas de processamento, tendo variados processos de fabricacao,
como: secagem salga, defumagao, condimentacao e o cozimento (GONCALVES, 2003).

Nos ultimos anos, os embutidos alcancaram significativa expansao e alta
competitividade, seu consumo tornou-se diario para boa parte da populacao brasileira, sendo o
tipo linguica um dos mais consumidos por causa do seu preco baixo (acessivel) e seu
processamento simples (CORREIA, 2008). Conforme dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) de 2006, a producao de embutidos foi de 1.322.827 toneladas,
variando de linguicas, salsichas, morcelas e outros.

Segundo o RISPOA Decreto n° 9.013, a linguica ¢ produto carneo obtido de carnes
moidas das diferentes espécies animais, condimentado, com adi¢do ou ndo de ingredientes,
embutido em envoltorio natural ou artificial e submetido a processo tecnologico especifico
(BRASIL, 2017).

Como o embutido ¢ constituido basicamente de tecido muscular, tecido adiposo e agua,
caracteriza um alimento complexo, no qual ha processos bioquimicos, quimicos e fisicos
envolvidos como os fatores intrinsecos e extrinsecos (LEMOS; YAMADA, 2003).

Conceito dos obstaculos de Leistner: o conhecimento dos fatores intrinsecos e
extrinsecos que agem sobre determinado alimento permite prever sua “vida de prateleira”, sua
estabilidade microbiologica, bem como conhecer a capacidade de crescimento e/ou a produgdo
de toxinas por microrganismos patogénicos eventualmente presentes.

Um dos fatores extrinsecos ¢ a temperatura ambiental, pois ela ¢ algo que afeta a
multiplicagdo de microrganismos. Os microrganismo podem multiplicar-se em uma faixa

térmica muito abrangente, com registros de multiplicagdo de -35°C a 90°C. H4 muita



controvérsia sobre a classificacdo dos microrganismos de acordo com a temperatura ideal de
multiplicagdo. A mais aceita costuma dividir os microrganismo nos seguintes grupos:
psicrofilos, que multiplicam-se entre 0 e 20°C, com uma temperatura 6tima entre 0° e 10°C; e
psicrotroficos que subdivide em: europsicrotrofico (exemplos: Enterobacter cloacae, Yersinia
enterocolitica e Hafnia alvei), entre seis e dez dias sobre as temperaturas de 0 e 7°C; ja os
estenopsicrotropicos (Pseudomonas fragi e Aeromonas hydrophyla), formam colonias no
quinto dia na mesma faixa de temperatura. Ha ainda os mesoéfilos, com temperatura 6tima de
multiplicacdo entre 25 e 40°C. Esses microrganismos correspondem a maioria daqueles de
importancia em alimentos, inclusive a maior parte dos patdgenos de interesse em satide publica
(FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Existem ainda outros fatores extrinsecos como, umidade relativa do ambiente, ha uma
correlacdo estreita entre a atividade de agua (Aa) de um alimento ¢ a umidade relativa de
equilibrio do ambiente (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

A composi¢ao gasosa do ambiente que envolve um alimento pode determinar os tipos
de microrganismos que poderdo nele predominar. A presenca de oxigénio favorecera a
multiplicagdo de microrganismo aerdbios, enquanto que sua auséncia causara predominancia
dos anaerdbios embora haja bastante variacdo na sensibilidade dos anaerdbios ao oxigénio
(FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Os fatores intrinsecos como a atividade de agua (Aa), que representa a disponibilidade
de agua no alimento que pode ser utilizada pelos microrganismos no seu metabolismo e
multiplicacdo. Ela define-se como sendo a relacdo existente entre a pressao parcial de vapor da
agua contida na solu¢do ou no alimento e a pressao parcial de vapor da dgua pura, a uma dada
temperatura. Os microrganismos t€ém um valor minimo, um valor maximo e um valor 6timo de
Aa para sua multiplicacdo. As bactérias Gram-negativas sdo mais exigentes que as Gram-
positivas em relacdo a Aa necessaria. A Aa varia entre 0 e 1, onde o limitante para crescimento
microbiano ¢ de 0.60 (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Atividade de agua, temperatura e disponibilidade de nutrientes sdo interdependentes.
Quanto mais proxima da temperatura 6tima de multiplicagcdo, mais larga ¢ a faixa de Aa em que
o crescimento bacteriano ¢ possivel. A presenca de nutrientes também ¢ importante, pois amplia
a faixa de Aa em que os microrganismos podem multiplicar-se (FRANCO; LANDGRAF,
2008).

Os microrganismos também tém valor minimo, maximo e Otimo para sua
multiplicacdo de acordo com a acidez do meio (pH). As carnes e os produtos marinhos, em

funcdo de seu pH, sdo altamente suscetiveis a multiplicacdo dos microrganismos presentes,



incluindo tanto os bolores e as leveduras como as bactérias, ja que seu pH varia de 5,6 a 7,4 de
acordo com o estresse que o animal sofreu ante-mortem. De acordo com o pH, alimentos os de
baixo pH s3o subdivididos em trés grandes grupos: os alimentos de baixa acidez, que tem pH
superior a 4,5; os alimentos acidos, que tém pH entre 4,0 e 4,5 e os alimentos muitos acidos,
que tém pH inferior a 4,0. O potencial de oxirredu¢do (Eh), que ¢ a troca de elétrons de um
composto para outro, ¢ variado nos microrganismos. As carnes que apresentam um potencial
de oxirredugdo alto, exemplo, o musculo do animal, imediatamente apds a sua morte, tem o Eh
de +250mV (milivolts), porém, decorridas cerca de 30 horas, esse valor pode cair para -250mV,
dando condi¢des para multiplicagdo de microbiana anaerdbia. Além disso, tem a composigao
quimica do alimento e para que a multiplicagao microbiana seja possivel, os seguintes nutrientes
devem estar disponiveis: dgua, fonte de energia (acucares, alcodis, aminoacidos e lipidios),
fonte de nitrogénio, vitaminas (complexo B, biotina e dcido pantoténico) e sais minerais (sodio,
potassio, calcio e magnésio — importantes nas reagdes enzimaticas) (FRANCO; LANDGRAF,
2008).

Outros fatores intrinsecos dos alimentos sdo os fatores antimicrobianos naturais, como
os condimentos, pois contém varios 0leos essenciais com atividade antimicrobiana, tais como
eugenol no cravo e na canela, alicina no alho, aldeido cinamico na canela, alil-isotiocianato na
mostarda, timol e isotimol no orégano. Existem interacdes entre 0os microrganismos, pois um
microrganismo pode afetar a sobrevivéncia ou também ajudar a multiplicacdo de outro
microrganismo através dos seus metabdlitos, como por exemplo, alterando o pH do meio
através da producao de acido latico. Exemplo: os Streptococcus e os Lactobacillus produzem
peroxido de hidrogénio, que ¢ inibidor para muitas bactérias, entre elas Pseudomonas spp.,
Bacillus spp. e Proteus spp., € por fim a exclusdo competitiva (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Com todos esses fatores que podem alterar o alimento, os embutidos sdo classificados
de acordo com o seu processamento, propiciando assim um aumento na vida util das carnes,
bem como diversifica a oferta desse tipo de produto (VIEIRA, 1999). O processo de
embutimento ¢ basicamente introduzir a massa nos envoltorios. Esse processo pode ser

realizado com maquinas manuais ou automatizado (NEWTON; LOPES, 2008).
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2. CLASSIFICACAO DAS LINGUICAS

A classificacdo das linguicas ¢ realizada de acordo com a composi¢do da matéria prima
e das técnicas de elaboragdo, sendo alguns dos principais tipos (BRASIL, 2000):

- Linguica Calabresa: ¢ o produto oriundo exclusivamente de carnes suinas, curado,
adicionado de ingredientes, devendo ter o sabor picante ressaltado que ¢ caracteristico da
pimenta calabresa. Pode ser submetida ou ndo ao processo similar a desidratagdo ou cozimento,
sendo a defumagdo opcional (BRASIL, 2000):

- Linguica Portuguesa: ¢ o produto obtido somente de carne suina, curado, adicionado
de ingredientes, submetido a a¢ao do calor com defumagdo. A forma de apresentagdo do
produto ¢ de uma “ferradura”, e com sabor acentuado de alho (BRASIL, 2000):

- Linguica Toscana: ¢ o produto cru, curado obtido exclusivamente de carne suina,
adicionada de gordura suina e ingredientes (BRASIL, 2000):

- Paio: ¢ o produto obtido de carnes suina e bovina (maximo 20%) embutida em tripas
naturais ou artificiais comestiveis, curado, e adicionado de ingredientes, submetida a acao do
calor com defumagao (BRASIL, 2000):

A utilizacao de aditivos se tornou um item indispensavel na alimentagdo moderna,
sobretudo pela excelente capacidade de manter a qualidade e validade dos alimentos vendidos
em supermercados (GOUVEIA, 2006).

Qualquer substancia adicionada aos alimentos leva ha denominagdo de aditivo,
independentemente de qualquer consideracao quanto a finalidade tecnologica ou de outro tipo.
Este conceito ¢ valido também quando os aditivos possuem certo valor nutricional, caso em que
seriam melhor definidos como ingredientes, representando componentes nutritivos essenciais
(PARDI, 1993).

A produgdo de embutidos sem cloreto de sddio é praticamente inviavel, pois o sal
contribui para o sabor e tem importancia fundamental para os processos tecnoldgicos. O sal
utilizado ¢ o cloreto de sodio (NaCl) que retarda o crescimento microbiano, agindo como
bacteriostatico em fun¢do da reducdo de atividade de agua (LEMOS, 2003). Além dessa
atividade, o sal também ressalta o aroma dos embutidos que, combinado com as especiarias,
salienta o aroma da carne. Junto com o nitrito € o acucar, o sal é considerado a base para o
processo de cura, sendo considerado um aditivo conservador (PARDI, 1996).

Os nitratos e nitritos s@o sais de cura conhecido mundialmente pelo termo “cura”,

provocando variagdes no material cru, em sua formulagdo, processo e técnicas aplicadas
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(CORREIA, 2008). Esses sais tem fun¢dao conservadora, conferem sabor ¢ cor rdsea aos
produtos, e apresentam carateristicas antioxidantes (SILVA, 2000; LEMOS, 2003).

A utilizacao do nitrato e nitrito ¢ muito discutida, tendo em vista os riscos associados
ao seu uso demasiado e algumas evidéncias de toxicidade. No entanto, sdo essenciais na
prevenc¢ao do crescimento do Clostridium botulinum, produtor da toxina botulinica (CORREIA,
2008).

A utilizagdo de condimentos, termo utilizado para designar os ingredientes que tém a
finalidade de melhorar o sabor dos produtos processados (LEMOS, 2003). As especiarias
apresentam efeito antimicrobiano, pois alguns 6leos essenciais neles presentes impedem o
aparecimento de microrganismo deteriorante e patogénicos. No entanto, alguns tipos de
especiarias como o cravo da india e a noz moscada podem ser responsaveis pela redugao do
shelf life, uma vez que apresentam uma elevada carga microbiana (LEMOS, 2003; TERRA et
al., 2004).

3. DOENCAS TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS (DTA)

Segundo a Organizacdo Mundial de Satde (OMS), a cada ano, milhdes de
pessoas adquirem doencas transmitidas pelo consumo de agua e alimentos contaminados e,
desses, aproximadamente 220 milhdes de criangas menores de cinco anos adoecem anualmente
por doengas diarreicas (WHO, 2018). A necessidade de grande atengdo na seguranga alimentar
¢ um tema importante ¢ a melhoria da qualidade sanitaria dos alimentos diz respeito a todos os
segmentos que estdo envolvidos na produgdo e consumo deles. Certamente essa consciéncia ird
reduzir a incidéncia das chamadas doengas transmitidas por alimentos (DTA) (WHO, 2018). O
fornecimento de alimentos livres de riscos a saude é realmente um desafio, e sua negligéncia
pode ocasionar infec¢des e intoxicagdes graves e prejudiciais ao consumidor, causando desde
um simples desconforto intestinal a distirbios neurologicos e morte (MIRANDA; BARRETO,
2012).

As DTA s3o uma importante causa de morbidade e mortalidade em todo o mundo.
Existem previsdes de que o problema aumente no século 21, especialmente com as varias
mudangas globais, incluindo crescimento da populagdo, pobreza, exportagdo de alimentos e
ragdes animais que influenciam a seguranca alimentar internacional (MINISTERIO DA
SAUDE, 2019).

O numero crescente de DTA pode atingir anualmente até 30% da populag@o por ano

em paises desenvolvidos. Devido a esse aumento desenfreado, entidades governamentais,
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industrias e os proprios consumidores vém se tornando mais exigentes quanto a inocuidade dos
alimentos (WHO, 2015). Entre os anos de 2009 e meados de 2018 foram notificados, no Brasil,
6.809 surtos de DTA, com 120.584 pessoas doentes e, o alimento relacionado com a
enfermidade foram alimentos mistos (aqueles cuja composi¢do tem ingredientes que pertencem
a grupos diferentes (como pizzas, cujos ingredientes podem incluir molho de tomate, queijo,
farinha de trigo e muitos outros)). Alimentos de origem cérnea, tanto bovina quanto suina e de
aves, estdo relacionados em 8,72% dos casos (MINISTERIO DA SAUDE, 2019). O principal
agente etiologico causador do surto foi a Escherichia coli, seguida Salmonella spp.

E considerado surto de DTA quando duas ou mais pessoas apresentam doenga ou
sintomas semelhantes apos a ingestao de alimentos e/ou agua da mesma origem, normalmente
em um mesmo local.

O Centro de Controle e Prevengao de Doencas dos Estados Unidos (CDC) estima que
48 milhoes de pessoas ficam doentes, 128 mil sdo hospitalizadas e trés mil morrem por causa
de doengas transmitidas por alimento (CDC, 2019) No Brasil sao notificados em média 700
surtos anualmente, com 13 mil envolvidos e 10 obitos (SINAN, 2019).

Em 2019 ocorreu um surto de intoxicacao alimentar nos Estados Unidos, onde 137
pessoas foram intoxicadas por Salmonella Carrau, onde 38 foram hospitalizadas em 10 estados
diferentes, e o alimento contaminado foram meldes cortados, vendidos pronto para consumo
nos supermercados da regido (CDC, 2019).

No Estado de Parand, durante o periodo de dez anos (2009 — 2018), de acordo com as
informagdes do SinanNet atualizado em 06 de junho de 2016, foram notificados 631 casos de
investigacdo de doengas transmitidas por alimentos. Embora, no decorrer dos anos tenham sido
implementadas acdes mais efetivas de vigilancia epidemiologica, ainda assim ndo houve
aumento significativo nas notificacdes em 2019 (SINAN, 2019). Apesar da relagdo positiva
entre as doencas de origem alimentar com a ingestdo de agua e alimentos contaminados, a
precariedade de informacdes e a falta de notificagdes imediatas comprometem a real dimensao
do problema (WELKER, et al., 2010). No Brasil, os surtos notificados, em geral, restringem-
se aqueles que englobam um maior nimero de pessoas ou quando os sintomas da doenca sao
prolongados. Estas situacdes ndo geram apenas prejuizos diretos para os doentes, mas também
acarreta prejuizo com perda da producao, saude coletiva e recursos hospitalares (SPRICIGO et
al., 2008).

A Vigésima Regional de Satide ¢ uma instancia administrativa do Estado, cuja a base

¢ em Toledo, ela coordenada as agdes de satde de 18 municipios, sendo Terra Roxa um deles,
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durante periodo de 10 anos e mais os seis meses do atual ano (2019) ocorreram somente nove
notificacdes nessa Regional.

Os entraves (subnotificacdo, sintomatologia ndo especifica e com cura espontanea e
demora no diagndstico laboratorial) revelam que o perfil epidemiologico das DTA no Brasil
ainda ¢ pouco conhecido. Alguns estados ainda ndo possuem dados referentes aos agentes
etiologicos e alimentos mais frequentemente envolvidos em surtos. Contudo, sabe-se que o
surgimento das DTA tem como principal consequéncia o ndo atendimento das regras basicas
de higiene durante o preparo e conservagao dos alimentos. Logo, ¢ possivel evitar a maioria das
doencas de origem alimentar se comportamentos preventivos forem adotados em toda a cadeia

produtiva dos alimentos (LEITE; WAISSMANN, 2006).

3.1 SAMONELLA SPP.

O género Salmonella, foi nomeado pelo USDA veterinario bacteriologista Daniel e
Salmon (1850-1914), e consiste em mais de 2.500 sorovares distintos, sendo que os sorotipos
sdo nomeados de acordo com o local de onde foram isolados inicialmente e de acordo com o
esquema Kauffamann-White (GAST, 2003).

Existem apenas duas espécies de Salmonella, a S. enterica e S. bongori, que sao
divididas em oito grupo (BOYD, et al., 1996). A primeira ¢ constituida por 6 subespécies: S.
enterica subsp. enterica, S. enterica subsp. salamae, S. enterica subsp. arizonae, S. enterica
subsp. diarizonae, S. enterica subsp. houtenae ¢ S. enterica subsp indica (POPOFF et al., 2004).
Como mais de 2.500 sorotipos, sendo eles a base da nomenclatura da Salmonella, entretanto
apenas 200 sdo associados com doengas em humanos (FORSYTHE, 2013).

Os tipos sorolégicos sao divididos de acordo com a especificidade antigénica, que €
caracterizada por antigenos somaticos (O), capsulares (vi) e flagelares (H) (EWIG, 1986).

Samonella spp. sdo bactérias Gram-negativas, anaerobicas facultativas, ndo formam
enddsporos e tem forma de bastonetes curtos, sendo que a maior quantidade de sorotipos
encontrados sdo moveis e possuem flagelos peritriquios, apenas a S. Gallinarum e S. Pullurom,
ndo sdo moveis (FORSYTHE, 2013).

Esses bacilos apresentam crescimento 6timo a 37°C e produzem gas a partir da glicose
(exceto S. Typhimurium), sendo capaz de utilizar o citrato como unica fonte de carbono
(FRANCO; LANDGRAF, 1996). A maior parte das salmonelas sdo capazes de fermentar
carboidratos e produzir gases e acidos, além de produzirem sulfeto de hidrogénio (H2S), niao

produzem a enzima oxidase e sdo capazes de produzir a enzima catalase (RUSSEL, 2012).
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A temperatura maxima de crescimento dessa bactéria ¢ de 46°C, desta forma a
Salmonela spp. cresce bem em intestinos de humanos, de outros mamiferos e espécies de aves
(JUNEJA et al., 2009).

Sdo destruidas a uma temperatura de 55°C por uma hora ou de 15 a 20 minutos a uma
temperatura de 60°C. A resisténcia a antibioticos foi observada em 1958 por Huey e Edwards,
que estudaram amostras de Sal/monella resistentes as tetraciclinas. No ano de 1962, cepas de
Salmonella Typhimurium mostraram-se resistentes a ampicilinas, estreptomicina e
sulfonamidas (GAST, 1997).

Salmonella spp. estd distribuida na natureza e inicialmente ¢ um patdgeno de aves
domésticas, bovinos, suinos, passaros, ovinos, focas, primatas ndo humanos, lagartos e outros
répteis (KONEMAN et al., 1997).

A epidemiologia ¢ complexa visto que essa bactéria pode estar na cadeia produtiva de
aves, € a transmissao vertical, via ovo desencadeia o nascimento de aves infectadas. Ha também
o envolvimento horizontal, com a contaminac¢ao do ambiente e de racdo, além da existéncia de
diferentes espécies animais que contribuem como reservatorio. A prevengao e controle da S.
Enteritidis (SE) constitui uma tarefa drdua, mas extremamente necessaria. As medidas mais
usadas para a redugdo da bactéria nas aves e no ambiente constituem-se em: Programa de
biosseguridade: aquisi¢ao de aves, ragcdes € matérias-primas livres de Salmonella, uso de acidos
organicos e peletizagdo das racdes, administracdo de produtos de exclusdo competitiva e
imuniza¢do com vacinas (STERZO et al., 2007).

A Salmonella também tem sido isolada de muitos tipos de frutas e vegetais crus,
incluindo brotos de feijao, meldes, sucos de laranja nao pasteurizados, suco de maga e tomates,
portanto ¢ de extrema importancia a pratica de higiene durante a manipulag¢do desses produtos
para reduzir a contaminagao (BIDOL, et al., 2007; FORSYTHE, 2013).

As notificagdes e os registros epidemioldgicos sdo importante fonte de informagdes
para que os 6rgdos competentes de fiscalizagdo e controle possam estimar quais os patogenos
e grupos de alimentos possivelmente envolvidos em surtos de toxinfec¢des alimentares, como
por exemplo, que planteis de suinos vem apresentando alta taxa de Sa/monella que antigamente
ndo era presente, dessa forma acende-se um alerta de saude publica (FORSYTHE, 2013).

Salmonella geralmente causa as seguintes doencas em seres humanos: gastroenterites
(S. Enteritidis e S. Typhimurium), febre entérica (S. Typhi e S. Paratyphi), e as doengas
sistémicas invasivas (S. Cholerasuis). As caracteristicas dos sintomas das doengas de origem
alimentar causada pelo género Salmonella sio: diarreia, ndusea, dor abdominal, febre branda,

calafrios e algumas vezes vomitos, cefaleia e fraqueza (FORSYTHE, 2013).
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Um estudo feito na Holanda por Van Duijkeren et al. (2003), comparou a
suscetibilidade de sorovares de Salmonella isolados entre 1984-1989 com isolados do periodo
entre 1996-2001, e a multirresisténcia dos isolados em humanos variou de 3,2% a 45%, em
suinos a variacdao foi de 3,9% para 41,7% e em aves foi de 1,8% para 25,2%, o sorovar

Typhimurim foi o que evidenciou maiores percentuais de resisténcia.

3.1.1 Isolamento bacteriano

3.1.2 Pré-enriquecimento

As salmonelas podem estar presentes nos alimentos em pequenas quantidades e,
geralmente, sofrem os efeitos resultantes do processamento ¢ do armazenamento. Necessitam,
portanto, de pré-enriquecimento em meios ndo seletivos para sua recuperacdo. A Agua
Peptonada a 1,0% tamponada e o Caldo Lactosado sdo comumente usados, mas outros meios,

tais como Triptona de soja e Caldo Nutriente, podem ser empregados.

O diagnoéstico da Salmonella ¢é realizado da seguinte forma:

Pré-enriquecimento
25g ou 25mL da amostra + 225mL de meio

l 35 £1°C/18h-24h

Enriquecimento seletivo

e N

0,1mL do cultivo ImL do cultivo
+ 10mL de RV + 10mL do caldo TT
42+ 0,2°C/24h\4 / 35+ 1°C/24h
Isolamento em meio seletivo
HE e XLD
i 35 £1°C/24h

Identificagdo Presuntiva
TSI, LIA e Ureia

l 35 +1°C/24h

Caracterizagdo antigénica

Fonte: MINISTERIO DA SAUDE, 2011.

3.1.3 Enriquecimento Seletivo
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O enriquecimento seletivo determina aumento continuo de Salmonella spp,
restringindo a proliferagdo da microbiota acompanhante. Devido a utilizagdo dos diferentes
agentes inibitorios adicionados aos meios, estes também diferem em sua seletividade e
aplicagdo especifica. Diferentes tipos de inibidores tém sido propostos para enriquecimento
seletivo de salmonelas, sendo a Bile, o Tetrationato, o Selenito e corantes, como o Verde
Brilhante e o Verde Malaquita, os mais usados. Esses inibidores sdo incorporados aos meios,

isolados ou em combinagio (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

3.1.4 Meios Seletivos-indicadores

No esquema de diagnostico das enterobactérias, os meios seletivos indicadores, de
natureza solida, desempenham fun¢ao primordial para o isolamento de diferentes membros
dessa familia. Todos esses meios objetivam a diferenciacdo de Salmonella spp. de outras
bactérias, em funcao de suas propriedades inibitorias e do aspecto macroscopico das colonias.

Esses meios sdo baseados na incapacidade das salmonelas em fermentarem a lactose
e, em alguns casos, outros substratos, tais como a sacarose ¢ a salicina, bem como a capacidade
de producio de sulfeto de hidrogénio. Vérios meios, tais como o Agar Verde Brilhante (a
carateristica morfologica da colonia ¢ lisa, convexa, circular, brilhante e com coloracao
transparente devido a auséncia de sulfeto de hidrogénio e a regido onde a multiplicagdo
bacteriana fica rosa), o Agar Entérico de Hektoen, Agar Xilose Lisina Desoxicolato, Agar
Salmonella-Shigella e o Agar Sulfito de Bismuto, sdo indicados nos procedimentos aprovados
por diferentes 6rgdos reguladores para o isolamento da Salmonella a partir de alimentos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2011). O 4gar Mac conkey é ligeiramente seletivo, uma vez que
a concentracdo de sais biliares e cristal de violeta, que inibe a multiplicagdo de bactérias Gram-
positivas. As colonias de microrganismo lactose negativa formam colonias transparentes

(MERCK, 1990).

3.1.5 Identificagdo Bioquimica Presuntiva (meios de triagem)

Uma vez selecionadas colonias sugestivas nos meios indicadores seletivos, estas serdo
transferidas para meios de triagem, tais como Agar Ferro Triplo Agticar — Agar TSI, Agar dois
agticares ferro (Kligler — KIA), Agar Lisina Ferro — LIA, meio de Costa ¢ Vernin — CV, meio
IAL (modificacio do meio de Rugai e Aratjo), Agar Motilidade-Indol-Lisina — MILi, Agar
Motilidade-Indol-Ornitina — MIO e meio EPM — Escola Paulista de Medicina (MINISTERIO
DA SAUDE, 2011).
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3.1.6 Caracterizacdo Bioquimica Complementar

Embora seja possivel uma identificagdo preliminar, com base na morfologia colonial
e nas reacdes bioquimicas, nos diferentes meios indicadores seletivos e de triagem, a
identificacdo de membros da familia Enterobacteriaceae requer a utilizagdo de provas
bioquimicas complementares. Entre as provas preliminares, destacam-se a detec¢do da enzima
citocromo-oxidase e a redugdo do nitrato a nitrito, caracteristicas intrinsecas da familia

(MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

3.1.7 Identificagdo Antigénica

Determinadas caracteristicas bioquimicas especificas podem ser observadas em alguns
sorotipos, como:

Salmonella Typhi: auséncia de gas em glicose, producao reduzida de H2S, lisina e
ornitina descarboxilase positiva e utilizacdo do citrato de Simmons negativas.

Salmonella Paratyphi: producao de gas em glicose, ornitina descarboxilase positiva,
producdo de H2S, lisina descarboxilase e citrato de Simmons negativas. Entretanto, a
confirmac¢ao do sorotipo somente podera ser dada por meio da identificagdo antigénica

conclusiva (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

4. SOROTIPIFICACAO

Essa técnica ¢ baseada nas diferentes combinagdes dos antigenos capsulares,
somaticos ¢ flagelares, esses sdo responsaveis pela classificacdo da Salmonella em sorotipos.
Para avaliar quais os antigenos, sdo utilizados anticorpos especificos para as estruturas
antigénicas presentes na superficie celular da bactéria. Técnica muito importante nas indistrias
como estudo preliminar, para analisar a correlagdo entre os isolados ao longo da cadeia
produtiva, fornecendo indicios de fontes de contaminacdo. Esse método tradicional fornece
informagdes essenciais, com certas limitagdes, o que faz necessario o uso de outras técnicas de
tipificagdo em conjunto, para melhorar a caracterizacdo das cepas analisadas (MORREIRA,

2012).

S. PERFIL DE SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA

E uma técnica baseada na resisténcia ou suscetibilidade da bactéria a antimicrobianos,

no caso especifico aos antibidticos. O principio ¢ a utilizagdo de discos de antimicrobianos em
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uma placa previamente inoculada e incubada com as bactérias. Avalia-se se houve ou nio
crescimento da bactéria ao redor de cada disco e se classifica entdo as cepas como sendo ou nao
suscetiveis aos antibidticos testados. E variavel, pois 0 genoma bacteriano é extremamente
dindmico e estd sujeito as diferentes pressoes seletivas. A maioria dos fatores que determinam
a resisténcia sdo carreados por elementos méveis como os plasmideos, transposons e integrons
e na auséncia de pressao seletiva, estes elementos podem ser perdidos.

Por isso, linhagens diferentes podem desenvolver padrdes de resisténcia semelhantes,
ao mesmo tempo em que isolados pertencentes a mesma linhagem podem diferir no perfil de
sensibilidade.

A avaliagdo desse perfil € muito utilizada como marcador epidemiologico, sendo uma
ferramenta 1til na identificacdo da emergéncia de linhagens resistentes, ainda que ndo permita

identificar a sorovaridade (GUIMARAES, 2010).

6.TECNICA DA REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

E capaz de identificar o microrganismo a partir do seu material genético. O principio
deste método ¢ replicar uma sequéncia alvo de DNA especifica. A enzima DNA polimerase ¢
a responsavel pela amplificagdo e multiplicagdo da fita molde (MALORNY et al., 2009).
Juntamente com o DNA a ser amplificado adicionam-se os seguintes reagentes: a enzima termo-
estavel tagDNA-polimerase; dois oligonucleotideos iniciadores, também conhecidos como
primers, desenhados para serem complementares as sequéncias especificas da fita dupla e
quatro desoxirribonucleosideos trifosfatados (dAATP, dCTP, dGTP, dTTP) (SILVA et al, 2011).

Inicialmente o 4cido desoxirribonucléico (DNA) ¢ submetido a desnaturacdo, os
iniciadores anelam-se a fita de DNA complementar ¢ a taq polimerase organiza os
desoxirribonucleosideos trifosfato (ANTPs) sintetizando o fragmento da dupla fita desejado
(MALORNY et al., 2009). Estas etapas repetem por 30 ciclos, resultando em milhares
sequéncias do material genético desejado (KUMAR et al., 2008).

A reagdo ocorre em um equipamento denominado termociclador, ¢ onde ocorre a
alternancia de temperaturas por determinados periodos de tempo, possibilitando a ocorréncia
de ciclos repetitivos de desnaturacdo e sintese do DNA (GANDRA et al., 2008). Os amplicons,
produtos da PCR, sdo submetidos a eletroforese em gel de agarose, ¢ nesta etapa que se tem a
separacgdo desses produtos de amplificagdo de acordo com a massa molecular. Os produtos sdo
corados com intercalantes de DNA, tais como SYBR® safe, brometo de etidio ou GelRedTM
e visualizados sob luz ultra-violeta (MALORNY et al., 2009).
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Para a bactéria salmonela que ¢ um patégeno intracelular facultativo o primeiro ciclo
dela e invadir as células epiteliais do intestino, para essa a¢do ela possui um gene denominado
invA, esse gene que ¢ repetido milhares de vezes na técnica de PCR (GALAN et al., 1992).

O gene InvA da Salmonella contém sequéncias unicas e tem provado um alvo

potencial da PCR (DARWIN; MILLER, 1999).

7. OBJETIVO

A presente dissertacdo apresenta-se em capitulo Unico no formato de artigo a ser

submetido ao Journals Acta Tropica.
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PESQUISA DE Salmonella spp. EM LINGUICAS TIPO MISTAS ARTESANAIS
PRODUZIDAS EM MERCADOS E ACOUGUES NO MUNICIPIO DE TERRA ROXA
(PARANA)
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RESUMO

A salmonelose ¢ uma das principais zoonoses de importancia para Saude Publica no mundo,
evidenciando-se pelas suas caracteristicas de endemicidade, alta morbidade e, sobretudo, pela
dificuldade para o seu controle. O presente estudo teve como objetivo verificar a ocorréncia de
Salmonella spp. em amostras de lingui¢as mistas produzidas artesanalmente no Municipio de
Terra Roxa - PR. Foram visitados seis mercados e trés acougues, totalizando 150 amostras
coletadas entre novembro e dezembro de 2018, sendo acondicionadas e transportadas ao
Laboratorio de Microbiologia da UFPR — Setor Palotina. Apos andlise microbioldgica
convencional, 16 amostras foram positivas para Salmonella spp. e posteriormente submetidas
ao teste de suscetibilidade antimicrobiana pela técnica de disco-difusdo e a PCR. Durante as
coletas foram aplicados questiondrios epidemioldgicos para verificar a presenca de fatores de
risco. As amostras foram 100% resistentes a amoxicilina + 4cido clavulonato e o antibidtico
com menos resisténcia foi a ciprofloxacina. Na técnica da PCR, apenas quatro amostras foram
positivas. Estas foram submetidas ao sequenciamento e a sorotipagem para confirmagao, cujo
resultado foi Salmonela Typhimuriun. Nenhum fator de risco analisado foi significativo. A
presenca de Salmonella spp. indica contaminagdo da matéria-prima, portanto as linguicas do
tipo mistas artesanais, precisam receber maior atengdo quanto aos aspectos higiénico-sanitarios
de sua producdo, armazenamento e comercializagdo. Os proprietarios dos estabelecimentos
foram orientados sobre a higieniza¢do das maos e dos utensilios e também a implementar uma

rotina de trabalho.

Palavras-chaves: Resisténcia antimicrobiana, Alimento, Embutidos e PCR.
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DETECTION OF Salmonella spp. IN HANDCRAFTED MIXED SAUSAGE
PRODUCED IN MARKETS AND BUTCHERS OF TERRA ROXA (PARANA)

ABSTRAT

Salmonella is a foodborne bacterial pathogen of great relevance to global public health, due to
its characteristics of endemicity, high morbidity and extreme difficulty of control. The aim this
study is to verify the occurrence of Salmonella spp. in samples of handcrafted mixed sausage
produced in Terra Roxa - PR. From November to December of 2018 six markets and three
butchers shop were visited. A total of 150 samples were collected, which were properly
conditioned and transported to the Laboratory of Microbiology UFPR — Palotina for analysis.
In conventional microbiological analysis, 16 samples were positive for Salmonella spp. The
positive samples were evaluated using the antimicrobial susceptibility test by disc diffusion
method and PCR. At the time of sample collection, an epidemiological questionnaire was
applied to evaluate risk factors. The analysis of antibiotic susceptibility showed 100% of
resistance to amoxicillin-clavulanic acid. The lowest resistance evidenced was to ciprofloxacin
(32%). At PCR technique, only four samples were positives. After sequencing and serotyping,
these four samples were identified as Salmonella Typhimurium. No risk was significant. The
presence of Salmonella spp. indicates contamination of the raw material. Therefore,
handcrafted mixed sausage need special care on the hygienic-sanitary aspects of its production,
storage and commercialization. The establishment owners were instructed to do the correct

procedures of manipulation, sanitation and to implement a labor routine.

Key-Words: Antibiotic resistance; food, meat products, PCR.
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1.INTRODUCAO

Nos ultimos anos, os embutidos alcancaram significativa expansdo e alta
competitividade, seu consumo tornou-se diario para boa parte da populagdo brasileira, sendo a
linguica um dos mais consumidos pelo seu baixo prego (acessivel) e seu processamento simples
(Correia, 2008). Conforme dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) de
2006, a producdo de embutidos foi de 1.322.827 toneladas, variando de linguigas, salsichas,
morcelas e outros.

Como o embutido ¢ constituido basicamente de tecido muscular, tecido adiposo e agua,
caracteriza um alimento complexo, no qual ha processos bioquimicos, quimicos e fisicos
envolvidos como os fatores intrinsecos e extrinsecos (Lemos e Yamada, 2003).

As interagOes simultdneas entre os fatores intrinsecos ¢ extrinsecos dos alimentos
permite prever sua “vida de prateleira”, sua estabilidade microbioldgica, bem como conhecer a
capacidade de crescimento e/ou a producdao de toxinas por microrganismos patogénicos
eventualmente presentes (FRANCO e LANDGRAF, 2008).

Os alimentos sao fonte de cerca de 1 milhdo de agentes causadores de doengas, sendo
que a maioria ¢ causada por bactérias, especialmente a Salmonella spp. As infecgdes
alimentares representam um grande problema para Satde Publica. Segundo o Centers for
Disease Control and Prevention (CDC) a salmonelose afeta aproximadamente 1,2 milhdes de
pessoas, hospitaliza 23.000 e causa Obito de 450 por ano nos Estados Unidos da América
(EUA). O FoodNet relata que a incidéncia anual de infec¢ao causada por Salmonella spp. nos
EUA foi de 15.2 doentes por 100.000 habitantes (CDC, 2019).

Conforme a Legislagdo Brasileira vigente, Salmonella spp. deve estar ausente em
qualquer tipo de alimento, j4 que a maioria dos sorovares desse género € patogénico ao homem
e apresenta variagdes na sintomatologia decorrentes da variagdo no mecanismo de
patogenicidade, idade e da resposta imune do hospedeiro. Entretanto, surtos de salmonelose sao
reportados em todo pais. Os sorovares mais comuns de Sal/monella que causam infec¢do em
humanos sdo: Enteritidis, Typhimurium, Newport e Javiana. Esses sorotipos respondem por
cerca da metade dos isolados confirmados em cultura de diversos laboratdrios de saude publica
(Robinson, 2013).

No Brasil as notificagdes sdo realizadas apenas em surtos que envolva um maior
numero de pessoas ou quando a durag¢do dos sintomas ¢ mais duradoura. Entre os anos de 2009
e meados de 2018 foram notificados, no Brasil, 6.809 surtos de doengas transmitidas por

alimentos (DTA), com 120.584 pessoas doentes e, o principal alimento relacionado com a
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enfermidade foram alimentos mistos. Alimentos de origem cérnea, tanto bovina quanto suina e
de aves, estdo relacionados com 8,72% dos casos. O principal agente etiologico causador do
surto foi a Escherichia coli, seguida por Salmonella spp. (Ministério da Satde, 2019).

A metodologia analitica para a deteccdo de Samonella spp. em amostras de alimentos
e dgua ¢ definida por uma Instru¢do Normativa SDA - 62 de 2003, que preconiza o método
microbiologico convencional como padrao (Brasil, 2003). Esta norma padroniza as fases de
pré-enriquecimento, enriquecimento seletivo cistina, isolamento em meio solido, selegdo de
colonias suspeitas e sorologia. O resultado ¢ considerado positivo quando as culturas
apresentam reacdes tipicas as provas bioquimicas. E conforme a resolugdo, quando os
resultados apresentarem reagdes inespecificas, as amostras devem ser identificadas por métodos
moleculares ou remetidas para uma Institui¢ao de referéncia. O resultado final de uma amostra
positiva pode demorar entre cinco e dez dias para seu desfecho.

Diante dos fatos o presente estudo teve como objetivo verificar a presenga de
Salmonella ssp. em linguicas mistas produzida artesanalmente no Municipio de Terra Roxa-

PR.

2.MATERIAL E METODOS

Entre os meses de novembro e dezembro de 2018, foram coletadas 150 amostras (200g
cada), de linguicas curadas mistas (carne bovina e suina), produzidas e vendidas nos mercados
e agougues no municipio de Terra Roxa - Parand, Brasil. As amostras foram pesadas e
acondicionadas em suas embalagens de comercializagdo e transportadas ao Laboratorio de
Microbiologia da UFPR - Setor Palotina, em caixa térmica com gelo reciclavel, devidamente
identificadas quanto ao estabelecimento de origem e datas de fabricagdo. A pesquisa foi
realizada em parceria com o Orgdo da Vigilancia Sanitaria do Municipio de Terra Roxa - PR.
Os proprietarios concordaram em participar da pesquisa, os quais receberam o resultado final
da presenca ou auséncia para Salmonella ssp. dos seus respectivos produtos analisados, assim
como recomendacdes para a melhoria da qualidade do alimento.

As amostras foram pesadas (25g) e transferidas para sacos plasticos estéreis
contendo 225mL de Agua Peptonada tamponada a 1% e foram homogeneizadas no
homogeneizador Stomacher Lab Blender 400 por 60 segundos, e incubadas a 37°C por 24 horas.

Ap0s o periodo de incubagdo, aliquotas de ImL foram transferidas para tubos
contendo 10mL de caldo Selenito (Difco®) e tubos com 10mL de caldo Tetrationato (Difco®),

estes foram incubados a 37°C por 24 horas. Posteriormente com auxilio de al¢a de platina, as
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culturas foram semeadas em placas de Petri contendo Agar Mac Conkey (MAC - Difco®) e
Agar Verde Brilhante (AVB - Difco®). As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas
(Andrews et al., 2001).

Os testes de carboidratos para confirmar a presenca de Salmonella foram realizados
apos 24 horas, onde as colonias caracteristicas de Salmonella spp. foram repicadas em tubos de
ensaio contendo o Agar Citrato de Simmos (Difco®), Agar Triplice Agucar Ferro (TSI — Difco®)
e caldo Ureia (Difco®), com incubagio a 37°C por 24 horas. As amostras com leitura positiva
para Salmonella spp. foram cultivadas em Agar Lysine Iron e carboidratos como: Arginina;
Adonitol, Rafinose, Lactose, D-Glicose anidra, Manitol e Maltose, os tubos foram incubados a
37°C por 24 horas.

As 16 amostras positivas foram submetidas a Técnica da PCR para confirmagao da
espécie. Para realizacdo da técnica da PCR foi realizada a repicagem das coldnias para tubos
contendo SmL de Caldo de Infusdo Cérebro e Coragao (BHI), com incubagao a 37°C por 24
horas. Apos o periodo de incubagao, foram transferidos 400uL da cultura para ependorff. Para
a extragao do DNA, 400uL de cada um dos caldos foi centrifugado a 4.000g por 10 minutos. O
sobrenadante foi desprezado, o pellet (sedimento) foi ressuspendido em 1mL de solugdo tampao
de fosfato (PBS —NaCl8g; NahPo4 1,15g; KHPo4 0,2g KCIl 0,2g — para 100mL de agua
destilada, pH 7,4), homogeneizado e centrifugado a 4.000g por 10 minutos. Em seguida o
sobrenadante foi novamente desprezado e o pellet ressuspenso em 300uL de agua livre de
nuclease. As amostras foram fervidas a 100°C por 15 minutos. Logo apos esse tempo houve
novamente a centrifuga¢do a 5.000g por 10 minutos. Para finaliza¢do o sobrenadante contendo
o DNA extraido foiretirado e armazenado em tubos de microcentrifuga 0,5mL para a realizagao
da PCR.

As reagoes foram feitas por PCR simples, contendo GoTaq® (Cellco®) 1X, 1,25uM
de cada oligonucleotideo iniciador, 3 puL de DNA extraido, dgua free DNA q.s.p 25uL. A
sequéncia dos primers InvAl 5' TCA TCG CAC CGT CAA AGG AAC 3'e InvA2 5' GTG
AAA TTA TCG CCA CGT TCG G 3' 284pb (Invitrogen Custom Primers®) (Kuba, 2008).
Como controle positivo foi utilizada uma amostra de campo de Salmonella Typhimurium -
ATCC 14028 e como controle negativo foi utilizada 4gua Dnase free - Milli-Q Plus. A reagdo
de PCR foi feita de acordo com Kuba (2008). Os produtos amplificados observados em gel de
agarose a 1,0%, utilizando o corante Brometo de etidio.

Os produtos da PCR foram sequenciados no Laboratério ACTgene no estado do Rio
Grande do Sul. Os resultados do sequenciamento foram analisados pela ferramenta de

alinhamento BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov.).
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A sorotipagem foi realizada no Centro de Referéncia Nacional de Enteroinfec¢des
Bacteriana — FIOCRUZ, com o envio do material (cultivo de Salmonella spp.) em tubos
contendo Agar Mueller-Hinton.

O perfil de sensibilidade e resisténcia das amostras (16) das seguintes drogas
antimicrobianas: Ciprofloxacina (10pg), Amicacina (10pg), Acido Nalidixico (5pg),
Amoxicilina+Acido Clavulonato (30pg), Gentamicina (5ug), Doxicilina (10ug) e Cefalotina
(30pg), foi verificado utilizando a técnica de disco-difusdo. Cada amostra foi transferida para
tubos contendo SmL de caldo Mueller-Hinton e incubadas por seis horas a temperatura de 37°C.
Posteriormente as culturas foram semeadas com auxilio de swabs estéreis em placas de Petri
contendo agar Mueller-Hinton. Para completa absor¢ao da cultura, as placas foram deixadas
em repouso durante cinco minutos. Em seguida, os discos foram depositados sobre a superficie
de cada placa com auxilio de pinga estéril, e incubadas a 37°C por 24 horas. Apos este periodo,
realizou-se a leitura dos halos de inibi¢ao formados ao redor dos discos, mensurados em
milimetros (mm) com auxilio de uma régua. Os resultados foram analisados com auxilio de

tabela padrao como sensivel, intermedidrio e resistente (CLSI / NCCLS, 2003).

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 150 amostras processadas, 10,66% foram positivas para Salmonella spp. e,
portanto, consideradas improprias para consumo. Todas as amostras contaminadas foram
oriundas de mercados, totalizando 115 amostras, correspondendo uma percentagem de
contaminacao de 13,91%. Todas as 35 amostras provenientes de agougues foram negativas para
Salmonella.

A frequéncia de isolamento de Salmonella spp. em alimentos ¢ bastante variavel entre
regides de um mesmo pais, além de variar entre paises também esses pesquisadores encontram
de 7,5% e 24, 8% em linguicas de frango (Escartin ef al., 1999, Murmann et al., 2009, Spricigo
et al., 2008).

Em estudo realizado por Tessmann et al. (2001) foram encontradas 20% das amostras
de lingui¢a contaminadas pela Salmonella spp. Silva et al. (2002) verificaram 17,8% de
contaminacdo. Esses resultados sdo superiores aos encontrados no presente estudo, mas Daguer
et al. (2011), encontraram 3,8% de e Adamin et al. (2015), apresentaram contaminag¢do por
Salmonella spp. em 3% das amostras de linguigas, ambos com valores abaixo do encontrado no
presente trabalho, os resultados também foram diferentes por causa da geografia do local e

periodo climatico.
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A contaminagdo interna da linguica pode ter origem variada, podendo ocorrer durante
toda a cadeia produtiva, no transporte e no abatedouro, pelo contato direto com o contetdo
intestinal durante a linha de abate e processamento, ou ainda devido ao estresse que debilita o
sistema imune dos animais e possibilita o fluxo do enteropatdégenos para os tecidos. Também o
excesso de residuo na bancada, e a falta de higienizagao regular dos colaboradores, corroboram
com a contamina¢do cruzada (C¢, 2016).

Nesta pesquisa foram encontradas 16 amostras positivas para Salmonella spp., por
meio da metodologia convencional para isolamento bacteriano, as quais foram processadas pela
(PCR).

Analisando o perfil de resisténcia e sensibilidade antimicrobiana das 16 amostras
testadas, foi verificado que a Ciprofloxacina apresentou maior percentual de sensibilidade,

enquanto Amoxicilina + Acido Clavulonato 100% de resisténcia (Tab 1).

Tabela 1 — Percentual de resisténcia e sensibilidade dos antibioticos das 16 amostras positivas

de Salmonella spp.

Antibiodticos Resisténcia % Sensibilidade %
Ciprofloxacina 32% 68%
Amicacina 56% 44%
Acido Nalidixico 75% 25%
Amoxicilinat+Acido Clavulonato 100% 0%
Gentamicina 50% 50%
Doxicilina 93% 07%
Cefalotina 93% 07%

Esses dados sdo divergentes ao encontrado pelos pesquisadores Souza et al. (2010),
que encontraram 100% de sensibilidade a amoxicilinat+acido clavulonato e gentamicina, 95%
a ciprofloxacina e 97% ao acido nalidixico.

A resisténcia bacteriana ¢ um assunto amplamente estudado, principalmente, quando
a doenga causada pelo agente bacteriano tem alto potencial de endemicidade. O consumo
indiscriminado de antimicrobianos torna-se um dos principais fatores determinantes desta
resisténcia, principalmente em locais onde a ocorréncia do agente/doenca ¢ frequente. De
acordo com Gellin ef al. (1989), o uso indevido de drogas antimicrobianas em animais resulta

no aumento da pressdo seletiva para linhagens bacterianas multirresistentes da microbiota
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normal. No presente trabalho 16 amostras foram consideradas multirresistentes (Tab. 2), uma

vez que apresentaram resisténcia a pelo menos trés ou mais classes de antibioticos diferentes.

Tabela 2 — Multirresisténcia aos antibioticos frente as 16 amostras positivas de Salmonella spp.

Antibidticos 12 3 4 5 o6 7 & 9 10 11 12 13 14 15 16
Ciprofloxacina s S § R S R R S S § R S S S R S
Gentamicina S S S R R S R R R R R S S S R S
Amoxicilina+c¢ R R R R R R R R R R R R R R R R
Ac. Nalidixico RS R S R R R R R R R R S R R R
Doxiciclina R R R §S R R R R R R R R R R R S
Amicacina R R R R R R R § R S§ R S S S R S
Cefalotina R R R R R R R S§ R R R R R R R R

R (resisténcia) e S (sensibilidade).

A observacgdo desta resisténcia suscita maior rigor no monitoramento da resisténcia
antimicrobiana, pois esta acdo € necessaria e fundamental para fins de vigilancia e controle da
doenga.

O uso indiscriminado e inadequado de antibidticos, tanto em homens quanto em
animais, tem emergido como problema em saude em diversos paises, ja que a pressao seletiva
destes farmacos sobre bactérias patogé€nicas em animais também influencia o perfil de
sensibilidade de bactérias virulentas ao homem, por troca de plasmideos, principal mecanismo
de resisténcia bacteriana (Alecrim et al., 2002).

Os resultados encontrados sdo semelhantes aos descritos por Chaslus-Dancla e
Millemann (1999), quando descreveram a resisténcia de Salmonella Enteritidis aos f-
lactamicos e tetraciclinas. Acrescentaram que pesquisas realizadas identificaram diferenca
entre as Salmonelas de origem humana e ndo-humana, sendo as de origem humana mais
frequentemente resistentes as penicilinas e as ndo-humana aos f-lactamicos e tetraciclinas.
Concordancia também ocorreu com os resultados e relatos de Saeed e Nair (1999) que
demonstraram a resisténcia, especialmente da Salmonella Typhimurium e Salmonella
Heidelberg, a um ou mais antibidticos aumentada consideravelmente na década passada, na
Europa.

Na PCR somente quatro amostras foram confirmadas na amplificacdo do fragmento
de DNA, com tamanho esperado de 284pb (Figura 1). Os primers escolhidos estdo presentes no

gene invA, o qual esta envolvido na transcricdo de proteinas relacionadas a invasdo celular.
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Ranh et al., (1992), ao realizar ensaios de especificidade e seletividade com iniciadores
derivados deste gene, testaram 630 amostras do género Salmonella e 142 amostras de outros
microrganismos, incluindo 21 géneros, e verificaram amplificacio em todas as amostras de
DNA de Salmonella, exceto S. Litchfield e S. Senftenberg. Conforme os autores, a aparente
auséncia do gene /nvA nestes sorovares sugere que estes organismos ndo seriam invasivos, ou
possuiriam caminhos alternativos de penetracdo celular, com potencial patogénico ainda
desconhecido. Para Stone et al. (1994), uma associagdo de primers derivados dos genes InvA e
InvE eliminaria a possibilidade de ocorréncia de falsos-negativos, melhorando a especificidade
da PCR. Ainda, Ranh et al. (1992), constataram bandas de amplificagdo inespecifica em 33
microrganismos nado-salmonela. Stone et al. (1994), observaram produtos amplificados em
amostras de DNA de Yersinia ¢ Edwardsiella, mas com padroes de bandas em gel de agarose
facilmente distintos das 47 amostras de diversos géneros de Salmonella analisadas. Estes
autores sugerem o emprego de técnicas de hibridizagdo para confirmacdo dos resultados
produzidos por PCR.

Figura 1 — Eletroforese em gel de agarose (1%) mostrando os produtos de amplificagao
de fragmento génico de Salmonella spp por PCR. A seta indica a posi¢ao do fragmento esperado
na amplificacdo (284pb). MM: Marcador Molecular. Canaleta 1: Controle Positivo; 3 a 18:

amostras de campo; 19: Controle negativo

3 4 5 SRR TR OSSO 1> 16 17 18 19

iiirﬁ---"ii?ﬂi==--ﬁ-=.'

Os produtos da PCR positivos para Salmonela spp. e um produto de uma banda
inespecifica foram enviados para sequenciamento da area amplificada para confirmagdo. O

sequenciamento do BLAST resultou em quatro amostras positivas para Salmonella
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Typhimurium e o da banda inespecifica na PCR sequenciou Morganella monganii, uma
bactéria natural da microbiota intestinal que ndo € patogénica, mas pode produzir histamina que
causa intoxicacdo em seres humanos. Essa andlise confirma a amplificagdo do gene InvA
comum para esse sorotipo.

As quatros amostras positivas para Salmonela ssp. na PCR, foram encaminhadas para
sorotipagem, onde foi possivel identificar e confirmar de acordo com o resultado do
sequenciamento, dois sorotipos de Sa/monella Typhimurium e uma subespécie entérica.

A ocorréncia de resisténcia multipla e cruzada também denota a necessidade de adogao

responsavel de antimicrobianos em Medicina Veterinaria e Medicina Humana.

4.CONCLUSAO

Com base nos resultados, conclui-se que as linguigas artesanais produzidas nos
mercados de Terra Roxa estado do Parana estao fora dos padrdes exigidos pela legislagdo, dessa
forma coloca emrisco a saide da populacdao, uma vez também que os resultados das resisténcias

aos antimicrobianos foram evidenciados.
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