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Resumo

GONCALVES, Abilio Vaz. Salmonella spp. em cortes carneos provenientes de
acougues do sul do Rio Grande do Sul. 53f.Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos) — Programa de P6s-Graduacao em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2016.

Os acougues representam cerca de 20-25% do faturamento de um supermercado no
Brasil. Durante seu processamento, 0s cortes carneos estdo sujeitos a contaminagao
por micro-organismos patogénicos como Samonella spp. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a presenca de Salmonella spp. em balancas de pesagem e cortes carneos
comercializados em acougues de supermercados na regido sul do Estado do Rio
Grande do Sul — Brasil. Avaliou-se a presenca de Salmonella spp. em amostras de
superficies de dianteiros, cortes dos balcbes de atendimento e autoatendimento,
carne moida e superficie de balancas de pesagem. Os isolados encontrados foram
identificados molecularmente como Salmonella spp. e, posteriormente foram
analisados quanto a presenca de genes de viruléncia. Também foi realizada analise
fenotipica e molecular para avaliar a resisténcia dos isolados de Salmonella a
antimicrobianos. Foram encontrados 14 isolados de Salmonella spp nas amostras de
dianteiros, cortes do balcdo de atendimento e autoatendimento e carne moida. Os
genes hilA e invA foram confirmados em todos os isolados de Salmonella spp.. J4 os
genes sefA e pefA foram identificados em apenas dois isolados, e 0 gene spvC em
doze isolados. Foi verificada a resisténcia ao acido nalidixico e sulfonamidas em doze
isolados, de Salmonella spp. Apenas trés isolados apresentaram o gene de resisténcia
a antimicrobianos sull. Os demais genes de resisténcia testados ndo foram
detectados. Pode-se verificar que houve presenca de Salmonella spp., em 9,72%
(14/144) amostras avaliadas, observando resisténcia antimicrobiana em alguns dos
isolados encontrados.

Palavras-chave: agougues, viruléncia, resisténcia a antimicrobianos.



Abstract

GONCALVES, Abilio Vaz. Salmonella spp. in meat cuts originating from butcher
shops in southern Rio Grande do Sul. 53f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos) — Programa de Pés Graduacédo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2016.

Butcher shops represent about 20 to 25% of the annual income of supermarkets in
Brazil. During processing, meat cuts are subject to contamination by pathogenic micro-
organisms such as Salmonella spp. This study aims to evaluate the presence
of Salmonella spp. in weighing scales as well as in meat cuts sold in supermarket
butcher shops in southern Rio Grande do Sul state, Brazil. The presence of Salmonella
spp. in samples from surfaces of blade clods cuts from counters and self-service
counters, ground beef and weighing scales surfaces was evaluated. The isolated found
were molecularly identified as Salmonella spp. and later on were analyzed for the
presence of virulence genes. Also, molecular and phenotypic analyzes was performed
to evaluate the resistance of the isolated from Salmonella to antimicrobials. Fourteen
isolated from Salmonella spp. were found in the samples of blade clods, counter and
self-service, and also ground beef. The genes hilA and invA were confirmed in all the
isolated of Salmonella spp. Yet, the sefA and pefA genes were identified in only two
isolated and the spvC gene in twelve isolated. The resistance to nalidixic acid as well
as sulphonamides was verified in twelve isolated from Salmonella spp. Only three
isolated showed the gene for resistance to sull antimicrobials. The other resistance
genes tested were not detected. The presence of Salmonella spp was found in 9,72%
(14/144) of the evaluated samples as well as antimicrobial resistance in some of the
isolated found.

Key words: butcher shops, virulence, resistance to antimicrobials.
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1. Introducéo

O Brasil € um dos maiores exportadores de carne bovina do mundo, e possui 0
segundo maior rebanho de bovinos do mundo (BRASIL, 2015; CNA, 2015).
Programas de incentivo ao aumento da produtividade, sanidade animal e seguranca
de alimentos tém possibilitado ao pais oferecer carne de qualidade, capaz de atender
qualquer exigéncia do mercado externo e também do seu proprio mercado
consumidor (ABIEC, 2015).

O supermercado é responsavel pela intermediacdo entre a industria e o
consumidor final, através da negociacdo de produtos e servicos de uso pessoal ou
familiar, que atendam as necessidades de seus clientes. O comércio varejista de
alimentos € predominantemente realizado na forma de autosservico, ou seja, 0S
produtos sdo disponibilizados de maneira acessivel para os clientes, sendo escolhidos
sem a influéncia de vendedores (SUPERHIPER, 2014; AGAS, 2015).

Os acougues sdo um tipo de comércio varejista de alimentos que comercializam
carne in natura e outros produtos de origem animal sob varias formas de apresentacao
tais como: resfriados, congelados, produtos salgados e defumados, embalados a
vacuo ou embalados em bandejas. A venda de cortes carneos representa cerca de
20-25% do faturamento total de supermercados no Brasil, tornando-se imprescindivel
a atencao para o setor, a fim de que sejam oferecidos produtos diferenciados, que
atendam as necessidades do consumidor (FIESP, 2014; ABRAS, 2015).

Os acougues desempenham um papel importante na distribuicdo e
comercializacdo de cortes carneos, possiveis falhas durante o processo podem
reduzir a vida de prateleira e aumentar a contaminacao dos cortes. (OLIVEIRA et al.,
2008). A falta de higiene nos equipamentos, instalacdes precarias, bem como praticas
inadequadas, contribuem para a ocorréncia de doencas alimentares. Porém, com
programas de seguranca de alimentos e treinamento dos colaboradores, pode-se
reduzir a contaminacdo dos utensilios e dos manipuladores, obtendo-se assim
alimentos seguros ao consumidor (SOARES et al. 2013).

Em acougues de supermercados e demais lojas do varejo, os dianteiros, ap
serem recebidos, sdo armazenados em camaras frias sob temperatura de até 7°C,
onde sdao mantidos até o momento do processamento. Posteriormente, sdo expostos

para venda ao consumidor em forma de cortes carneos, em balcfes de atendimento
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e autoatendimento, ambos com temperatura controlada de até 7°C (RIO GRANDE DO
SUL, 2009).

Conforme MORELLI et al. (2012), nos acougues dos supermercados e demais
lojas do varejo, sao utilizados balcdes refrigerados que permanecem abertos durante
a exposicao dos produtos carneos para 0s consumidores, 0o que pode provocar a
elevacdo da temperatura destes cortes, desde o0 seu acondicionamento até o
momento da venda. Os cortes carneos devem ser posicionados corretamente nos
balcbes a fim de evitar obstru¢cdes no fluxo de frio, mantendo a temperatura
recomendada (RIO GRANDE DO SUL, 2009). As embalagens mais utilizadas nestes
balcGes sdo as bandejas de poliestireno, onde os cortes sdo colocados e envoltos
com filmes plasticos, melhorando a apresentacdo (SARANTOPOULOS et al., 2001).

A carne é considerada um alimento de alto valor nutritivo para o ser humano, ja
que representa uma fonte de proteinas, nutrientes, vitaminas, entre outros (MOTTA et
al., 2000). O consumo de carne bovina é um habito consolidado no Brasil e vem
aumentando cada vez mais. O pais é o0 quarto maior consumidor per capita, com
consumo médio de 37 quilos por pessoa/ano, atras dos Estados Unidos, Argentina e
Uruguai (ABIEC, 2015). A elevada atividade de agua e o pH préximo da neutralidade,
dentre outros fatores, tornam a carne um excelente meio para a proliferacéo de micro-
organismos. Estes fatores, quando ndo controlados, podem causar prejuizos tanto de
ordem econdmica quanto a saude do consumidor (FERREIRA & SIMM, 2012). Com
iSSO a carne esté sujeita a contaminacdo em todas as etapas de sua producéo, desde
o abate, armazenamento, distribuicdo, até o preparo doméstico (HOBBS &
ROBERTS, 1999; MINIHAN et al.,, 2003; PARDI et al., 2006). Cortes carneos
comercializados em acougues de supermercados devem estar livres de micro-
organismos patogénicos, o que torna indispensavel a adocdo de boas préticas de
fabricacdo (BPF) durante o seu processamento a fim de garantir a sua qualidade
higiénico-sanitaria (WHEELER, NALCHAYANAND, BOSILEVAC, 2014).

As doencgas transmitidas por alimentos (DTA) representam um grave problema
a saude publica, tendo sérias consequéncias econdmicas. A qualidade microbiologica
dos alimentos esta condicionada, primeiro, a quantidade e ao tipo de micro-
organismos inicialmente presentes e depois a multiplicacdo destes micro-organismos
no alimento (HOFFMANN, 2001; SNYDMAN, 2002). Salmonella spp. é micro-

organismo patogénico que contamina com frequéncia produtos de origem animal,
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como os cortes carneos (GILL, 1998; ABBASSI-GHOZZI et al., 2012). No Brasil este
patbgeno é o mais associado a surtos de DTA (BRASIL, 2015?), porém, na grande
maioria, sdo ignorados. Dentre aqueles notificados, os cortes carneos bovinos estao
entre os seis alimentos mais envolvidos (FAO, 2002; WHO, 2007).

As bactérias do género Salmonella spp. sédo importantes causadoras de infeccéao
alimentar, sendo comumente veiculada por produtos de origem animal (STEVENS et
al., 2008). O género Salmonella spp. contém muitos sorovares de acordo com 0s
antigenos somatico, flagelar e capsular. Sdo conhecidos aproximadamente 2500
sorovares diferentes (POPOFF et al., 2003). O DNA de véarios sorotipos de Salmonella
ja foi sequenciado, com isso, jA € conhecida a grande maioria dos genes e suas
funcdes. Alguns deles sdo necessarios a sobrevivéncia da bactéria, outros podem
auxiliar na competicdo com outros micro-organismos, auxiliando na invasao e
sobrevivéncia na célula do hospedeiro, resisténcia a antimicrobianos (LANGRIDGE,
2009).

A confirmacdo do género Salmonella spp. pode ocorrer com a utilizacdo de
genes que estdo presentes em todos sorovares do patdgeno, outros genes que
codificam proteinas para invasdo, expressdo de fimbrias, internalizacdo e
multiplicacdo nas células do hospedeiro (MADIGAN et al., 2010).

O surgimento de cepas resistentes a antimicrobianos pode ser devido ao uso
incorreto de antimicrobianos em animais e humanos. Com isso torna-se necessaria a
vigilancia continua em relacao ao perfil de resisténcia a antimicrobianos de micro-
organismos isolados de carne bovina (SKOV et al., 2007; GRAZIANI et al., 2008).

No Brasil, o uso profilatico de antimicrobianos é proibido de acordo com as
InstrucBes Normativas n° 9/2003 e n° 11/2004 (BRASIL, 2003; BRASIL, 2004).Em
condicBes naturais, a conjugacdo é o mecanismo de transferéncia mais comum,
sendo este 0 processo no qual o contato entre as células é estabelecido e um poro é
formado na parede bacteriana, para que ocorra a passagem de DNA da célula
doadora para a receptora. A transferéncia horizontal dos elementos genéticos
contribui para aquisicdo e disseminacdo de genes a resisténcia a antimicrobianos
(VANHOEK et al., 2011; DOMINGUES et al., 2012).

A identificacdo de patdgenos durante o processamento dos cortes carneos,
fornecerd informagdes sobre a contaminacao, auxiliando os supermercados para que

possam corrigir possiveis gargalos, reduzindo a contaminagao dos cortes carneos que
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séo oferecidos aos consumidores. Com base no exposto, o objetivo do presente
estudo foi pesquisar a presenca de Salmonella spp. em cortes de carne bovina
comercializados em acougues de supermercados, através de técnicas fenotipicas e

moleculares, além de verificar a presenca de genes de viruléncia e perfil de resisténcia
a antimicrobianos.



2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Pesquisar a presenca de Salmonella spp. em cortes de carne bovina
comercializados em acougues de supermercados da regido sul do Estado do Rio

Grande do Sul — Brasil.

2.2 Objetivos Especificos

- Identificar fenotipicamente e molecularmente isolados de Salmonella spp. em
cortes de carne bovina.

- Verificar a presenca de genes de viruléncia nos isolados encontrados

- Verificar fenotipicamente a resisténcia dos isolados de Salmonella spp.

encontrados, frente aos antimicrobianos;

- Verificar a presenca de genes de resisténcia aos antimicrobianos nos isolados

de Salmonella spp. encontrados.



3. Artigo

Salmonella spp. em cortes carneos provenientes de agcougues do sul do
Rio Grande do Sul

Resumo

Os cortes carneos representam cerca de 20-25% do faturamento de um
supermercado no Brasil. Durante seu processamento, 0s cortes carneos estdo
sujeitos a contaminacdo por micro-organismos patogénicos como Samonella spp. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a presenca de Salmonella spp. em balancas de
pesagem e cortes carneos comercializados em acougues de supermercados na
regido sul do Estado do Rio Grande do Sul — Brasil. Avaliou-se a presenca de
Salmonella spp. em amostras de superficies de dianteiros, cortes dos balcdes de
atendimento e autoatendimento, carne moida e superficie de balancas de pesagem.
Os isolados encontrados foram identificados molecularmente como Salmonella spp.
e, posteriormente foram analisados quanto a presenca de genes de viruléncia.
Também foi realizada analise fenotipica e molecular para avaliar a resisténcia dos
isolados de Salmonella a antimicrobianos. Foram encontrados 14 isolados de
Salmonella spp nas amostras de dianteiros, cortes do balcdo de atendimento e
autoatendimento e carne moida. Os genes hilA e invA foram confirmados em todos
isolados de Salmonella spp.. Ja os genes sefA e pefA foram identificados em apenas
dois isolados, e 0 gene spvC em doze isolados. Foi verificada a resisténcia ao acido
nalidixico e sulfonamidas em doze isolados, de Salmonella spp. Apenas trés isolados
apresentaram o0 gene de resisténcia a antimicrobianos sull.0Os demais genes de
resisténcia testados nao foram detectados. Pode-se verificar que houve presenca de
Salmonella spp., em 9,72% (14/144) amostras avaliadas, onde alguns dos isolados
obteve-se resisténcia a antimicrobianos.

Palavras-chave: agougues, viruléncia, resisténcia a antimicrobianos.



Abstract

GONCALVES, Abilio Vaz. Salmonella spp. in meat cuts originating from butcher
shops in southern Rio Grande do Sul. 56f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos) — Programa de Pés Graduacao em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2016.

Butcher shops represent about 20 to 25% of the annual income of supermarkets in
Brazil. During processing, meat cuts are subject to contamination by pathogenic micro-
organisms such as Salmonella spp. This study aims to evaluate the presence
of Salmonella spp. in weighing scales as well as in meat cuts sold in supermarket
butcher shops in southern Rio Grande do Sul state, Brazil. The presence of Salmonella
spp. in samples from surfaces of blade clods cuts from counters and self-service
counters, ground beef and weighing scales surfaces was evaluated. The isolated found
were molecularly identified as Salmonella spp. and later on were analyzed for the
presence of virulence genes. Also, molecular and phenotypic analyzes was performed
to evaluate the resistance of the isolated from Salmonella to antimicrobials. Fourteen
isolated from Salmonella spp. were found in the samples of blade clods, counter and
self-service, and also ground beef. The genes hilA and invA were confirmed in all the
isolated of Salmonella spp. Yet, the sefA and pefA genes were identified in only two
isolated and the spvC gene in twelve isolated. The resistance to nalidixic acid as well
as sulphonamides was verified in twelve isolated from Salmonella spp. Only three
isolated showed the gene for resistance to sull antimicrobials. The other resistance
genes tested were not detected. The presence of Salmonella spp was found in 9,72%
(14/144) of the evaluated samples as well as antimicrobial resistance in some of the

isolated found.

Key words: butcher shops, virulence, resistance to antimicrobials.
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3.1. Introducéao

O Brasil € um dos maiores exportadores de carne bovina do mundo, e possui
0 segundo maior rebanho de bovinos do mundo (BRASIL, 2015; CNA, 2015).
Programas de incentivo ao aumento da produtividade, sanidade animal e seguranca
de alimentos tém possibilitado ao pais oferecer carne de qualidade, sendo capaz de
atender qualquer exigéncia do mercado externo e também do seu proprio mercado
consumidor (ABIEC, 2015).

A venda de cortes carneos representa cerca de 20-25% do faturamento total
de supermercados no Brasil, tornando-se imprescindivel a atencdo a este setor
(PIGATTO et al., 2003; ABRAS, 2015). Em acougues de supermercados e demais
lojas do varejo, os dianteiros, apds serem recebidos, sdo armazenados em camaras
frias sob temperatura de até 7°C, onde sdo mantidos até o momento do
processamento. Posteriormente, sdo expostos para venda ao consumidor em forma
de cortes carneos, em balcdes de atendimento e autoatendimento, ambos com
temperatura controlada de até 7°C (RIO GRANDE DO SUL, 2009).

Nos balcdes de atendimento, os cortes sdo expostos em bandejas plasticas e/ou
pendurados em grandes volumes. Ja nos balcfes de autoatendimento, os cortes sao
expostos fracionados em bandejas de poliestireno envoltos com filmes plasticos que
atuam como barreiras, evitando possiveis fontes de contaminacdo aumentando a
durabilidade dos cortes (SARANTOPOULOS et al., 2001), assim como a carne moida
proveniente de recortes dos dianteiros e do preparo dos cortes. Estes cortes,
dispostos em balcdes refrigerados, devem ser corretamente posicionados, a fim de
evitar obstru¢cdes no fluxo de frio, mantendo a temperatura adequada. De forma
errada, em alguns casos, estes balcGes permanecem abertos durante a exposicao
dos produtos carneos aos consumidores, o que pode provocar a elevacdo da
temperatura dos cortes, desde o seu acondicionamento até o0 momento da venda
(MORELLI et al., 2012).

A carne esta sujeita a contaminacdo em todas as etapas de sua producéo, desde
o abate, armazenamento, distribuicdo, até o preparo domeéstico (HOBBS &
ROBERTS, 1999; MINIHAN et al.,, 2003; PARDI et al., 2006). Cortes carneos

comercializados devem estar livres de micro-organismos patogénicos, o que torna
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indispensavel a adocdo de boas praticas de fabricacdo (BPF) durante o
processamento, a fim de garantir a qualidade higiénico-sanitaria dos produtos
oferecidos ao consumidor (JAY, 1996; WHEELER, 2014).

As doencas transmitidas por alimentos (DTA) representam um grave problema
a saude publica, tendo sérias consequéncias econdmicas. A qualidade microbiologica
dos alimentos estd condicionada, primeiro, a quantidade e ao tipo de micro-
organismos inicialmente presentes, e depois, a capacidade de multiplicacdo destes
no alimento (HOFFMANN, 2001; SNYDMAN, 2002). Salmonella spp. € um micro-
organismos patogénicos que contamina com frequéncia produtos de origem animal,
como os cortes carneos (ABBASSI-GHOZZI et al., 2012). No Brasil este patdgeno é o
mais associado a surtos de DTA (BRASIL, 20152), porém, na grande maioria, Sao
ignorados. Dentre os surtos notificados, os cortes carneos bovinos estao entre os seis
alimentos mais envolvidos (FAO, 2002; WHO, 2007).

O surgimento de cepas resistentes a antimicrobianos pode ser devido ao uso
incorreto de antimicrobianos em animais e humanos, tornando-se necesséaria a
vigilancia continua em relacdo ao perfil de resisténcia a antimicrobianos de micro-
organismos (SKOV et al., 2007; GRAZIANI et al., 2008). Em fun¢c&o do aumento de
micro-organismos resistentes, é de grande importancia a investigacdo da presenca de
genes de resisténcia (HABING et al., 2012). Este fato ocasiona um grave problema na
salude publica, visto que, reduz a eficiéncia dos tratamentos (POPOWSKA et al.,
2012). No Brasil, o uso profilatico de antimicrobianos € proibido de acordo com as
Instrugdes Normativas n° 9/2003 e n° 11/2004 (BRASIL, 2003; BRASIL, 2004).

Objetivou-se, no presente estudo, pesquisar a presenca de Salmonella spp. em
cortes de carne bovina comercializados em acougues de supermercados, através de
técnicas fenotipicas e moleculares, além de verificar a presenca de genes de

viruléncia e perfil de resisténcia a antimicrobianos.

3.2. Materiais e Métodos

3.2.1. Coleta de amostras

De abril de 2014 a abril de 2015, foram realizadas quatro coletas em quatro
acougues de supermercados localizados na regido Sul do Estado do Rio Grande do

Sul, Brasil, totalizando dezesseis coletas. Foram amostradas superficies de dianteiros
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bovinos (n = 32), cortes de carne bovina do balcdo de atendimento (n = 32) e de
autoatendimento (n = 32), e carne bovina moida (n = 32). Além disso, em todas as
coletas foram realizadas a amostragem da superficie da balanca (n = 16) utilizada nos
acougues para a pesagem dos cortes carneos.

Todas as amostras foram encaminhadas ao Laboratorio de Inspecdo de
Produtos de Origem Animal (LIPOA) da Universidade Federal de Pelotas (UFPel) para

a realizacao das analises microbiologicas.

3.2.1.1. Amostras de dianteiros

A superficie dos dianteiros foi amostrada através de suabes esterilizados em
quatro pontos de 25 cm? cada, sendo face medial do pescoco, face medial da costela,
face lateral da paleta e face lateral do peito, totalizando uma regido de 100 cm? por
dianteiro amostrado. Os suabes forma mantidos em agua peptonada tamponada

(MicroMed®), para posterior pesquisa de Salmonella spp.

3.2.1.2. Amostras de cortes carneos

As amostras de cortes carneos do balcdo de atendimento e do autoatendimento,
bem como as amostras de carne moida, foram coletadas nas embalagens em que séo

comercializadas e mantidas em refrigeracao até o momento das analises.

3.2.1.3. Amostras das balancas

A superficie das balancas foi amostrada através de suabes esterilizados em
quatro pontos de 25 cm? cada, totalizando 100 cm?, os quais foram mantidos em agua

peptonada tamponada (MicroMed®), para posterior pesquisa de Salmonella spp.

3.2.2. Anédlises microbiol6gicas

3.2.2.1. Isolamento de Salmonella spp.

As amostras foram inicialmente submetidas a um pré-enriquecimento em Agua

Peptonada Tamponada (MicroMed®) a 37°C por 24 hs, seguido de enriquecimento
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seletivo nos caldos Rappaport Vassiliadis (MicroMed®) e Tetrationato suplementado
com iodo e verde brilhante (MicroMed®) a 41°C por 24 hs. De cada um dos meios de
enriquecimento, foi transferida uma alcada para placas contendo agar Xilose Lisina
Desoxicolato (Synth®) e agar Verde Brilhante Vermelho de Fenol Lactose Sacarose
(Synth®) as quais foram incubadas a 37°C por 24hs. Colbnias tipicas foram
submetidas aos testes bioquimicos em agar Lisina Ferro (Acumedia®), Agar Triplice
Acucar Ferro (Acumedia®) e Caldo Ureia (Synth®). Aquelas que apresentaram
caracteristicas tipicas de Salmonella spp. foram submetidas ao teste sorolégico,

utilizando Soro Polivalente (Probac®), para a confirmacgéo do patégeno (FDA, 2009).

3.2.3 Confirmacdo molecular e identificacdo dos genes de viruléncia nos

isolados de Salmonella spp.

Todos isolados identificados bioquimicamente como Salmonella spp. foram
repicados para Caldo Brain Heart Infusion (Himedia®), incubados 37° por 24 horas
para posterior extracdo do DNA utilizando a técnica de pérolas de vidro, de acordo
com o protocolo proposto por Green e Sambrook (2012), com adaptacoes.
Posteriormente, o DNA foi quantificado por espectrofotometria (Jenway®), diluido em
agua ultrapura estéril até a concentragédo de 10 ng.uL* e mantido a -20° C.

Os isolados de Salmonella spp. foram submetidos a técnica de Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) para identificacdo do gene hilA, especifico para
Salmonella spp. (CRACUINAS et al., 2012). Para cada reacdo, foram adicionados
12,5 uL de 2x GoTag® Green Master Mix (Promega), 1 uL de cada primer forward e
reverse a 10 pmol, 2 yL de DNA (10ng) e 8,5 uL de agua ultrapura para completar o
volume final de 25 uL. A reacgao foi realizada em termociclador (MJ Research PTC
100) a 94°C por 4 min, para a desnaturacéo inicial do DNA e, posteriormente, 30 ciclos
de 94°C por 1 minuto (desnaturagéo), 63°C por 1 minuto (anelamento), 72°C por 1
minuto (extenséo) e 72°C por 10 minutos para a extensao final. Os produtos das PCR
foram submetidos a eletroforese a 80V por 70 min em gel de agarose 1,5% em tampéao
TBE (solucdo de Tris, acido borico e EDTA) 0,5X, utilizando-se o marcador de peso
molecular de 1Kb (Invitrogen®). O produto amplificado foi corado com GelRed™ e

visualizado sob luz UV em transiluminador (Loccus®,L-PixTouch).
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A presenca de genes de viruléncia também foi avaliada através da técnica de
PCR. Para cada reacédo, foram adicionados 12,5 yL de 2x GoTag® Green Master Mix
(Promega), 1 yL de cada primer a 10 pmol, 2 yL de DNA (10ng)e 8,5 pL de agua
ultrapura para completar o volume final de 25 pL. Os genes pesquisados foram invA,
sefA, pefA e spvC, sendo as condicbes de cada reacdo realizadas seguindo os

protocolos dos autores citados na Tabela 1.

Tabela 1: Oligonucleotideos usados na detec¢éo do gene hilA para confirmagédo do
género Salmonella spp. nos isolados e dos genes invA, spvC, sefA e pefA para
identificacdo dos genes de viruléncia.

Genes

alvo Sequéncia dos Primers ( 5'-3) Produto (pb) Referéncias

hilA fw: GCGAGATTGTGAGTAAAAACACC 413 Craciunas et al. (2012)

rv: CTGCCCGGAGATATAATAATCG
. fw: TTGTTACGGCTATTTTGACCA
A CTGACTGCTACCTTGCTGATG >21 Swamy et al. (1996)

fw: CGGAAATACCATCTACAAATA

SPYC . CCCAAACCCATACTTACTCTG 069 Swamy et al. (1996)
s W GCAGCGGTTACTATTGCAGC 110 Woodward and Kirwan
rv: TGTGACAGGGACATTTAGCG (1996)
fw: TTCCATTATTGCACTGGGTG
pefA 497 Haneda et al. (2001)

rv.: AAGCCACTGCGAAAGATGCC
fw: primer forward; rv: primer reverse.

3.2.4 Perfil de resisténcia dos isolados de Salmonella spp. frente a

antimicrobianos.

Foi utilizada a técnica de difusdo em agar (CLSI, 2006), utilizando agar Mueller-
Hinton (MH, Merck®). Foram testados 8 antimicrobianos, sendo &cido Nalidixico (NAL,
30 ug), amoxicilina/acido clavulanico (AMC, 10 ug), cefotaxime (CFO, 30 ug),
ceftazidima (CAZ, 30 ug), ciprofloxacina (CIP, 5 pg), cloranfenicol (COL, 30 ug),
estreptomicina (STR, 10 pg), sulfonamidas (SUL, 300 pg). A classificagao dos isolados
como resistente, intermediario ou susceptivel foi realizada de acordo com CLSI
(2006). A multirresisténcia foi definida quando o isolado apresentou resisténcia a dois
ou mais agentes antimicrobianos. Foi utilizada Salmonella Enteretidis ATCC 13076

como cepa controle.
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3.2.5. Deteccdo dos genes de resisténcia a antimicrobianos

Os isolados que apresentaram perfil de resisténcia a antimicrobianos, foram
submetidos a deteccdo de genes através da técnica de PCR para classe dos [3-
lactamicos (blaz), inibidores da sintese do folato (sull e sul2) e aminoglicosideos (strA
e strB), de acordo com os protocolos propostos pelos autores citados na Tabela 2.

Tabela 2: Oligonucleotideos usados para deteccdo de genes de resisténcia a

antimicrobianos nos isolados de Salmonella spp.

_Agente_s Gene Sequéncia dos Primers(5'-3") Produto Referéncias
Antimicrobianos  alvo (pb)
B-lactamicos  blaz fw: ACTTCAACACCTGCTGCTTTC 172 Martineau et al.
rv: TGACCACTTTTATCAGCAACC (2000)
nibid g sull fw: ATGGTGACGGTGTTCGGCATTCTG 840 Grape et al.
r;ir: té’srgs doa rv: CTAGGCATGATCTAACCCTCGGTCT (2003)
Folato sul2 fw: GCGCTCAAGGCAGATGGCATT 293 Kerrn et al.
rv. GCGTTTGATACCGGCACCCGT (2002)
StA fw: TGACTGGTTGCCTGTCAGAGG 645 Kehrenbergand
o rv: CCAGTTGTCTTCGGCGTTAGCA Schwarz (2001)
Aminiglicosideos o
fw: ATCGTCAAGGGATTGAAACC Kikuvi et al.
strB 510
rv: GGATCGTAGAACATATTGGC (2001)

fw: primer forward; rv: primer reverse.

3.3. Resultados

3.3.1. Anélises microbioldgicas

Houve presenca de Salmonella spp. em 3,12% (1/32) das amostras de
superficies de dianteiros, 12,5% (4/32) das amostras de cortes carneos do balcdo de
atendimento, 6,25% (2/32) das amostras de cortes carneos do balcdo de
autoatendimento e em 21,87% (7/32) das amostras de carne moida, obtendo-se 14

isolados. Nao houve presenca do patdogeno nas superficies das balancas de pesagem.
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3.3.2. Confirmacao molecular dos isolados de Salmonella spp. e detec¢éo dos
genes de viruléncia.

Todos os 14 isolados foram submetidos & PCR para deteccdo do gene hilA,
especifico para Salmonella spp, apresentando o produto esperado de 413 pb,

confirmando o género (Figura 1). Em relagdo aos genes de viruléncia, 100% dos

isolados portavam o gene invA (Figura 2).
BB a7 809 10 1 12 18 14 ke llew T

Figura 1- Produtos de PCR para confirmacéo da presenca do gene hilA (413 pb). 1-
14 isolados Salmonella spp.; 15 Controle positivo: Salmonella Enteritidis ATCC 13076;
16: Controle negativo: Escherichia coli ATCC 25922; 17: Controle da reacdo (sem
DNA) e M: marcador de tamanho molecular (Ladder 1kb).
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Figura 2- Produtos de PCR para confirmacgéo da presenca do gene invA (521pb). 1-

14 isolados de Salmonella spp.: 15Controle positivo: Salmonella Enteritidis ATCC
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13076; 16: Controle negativo: Escherichia coli ATCC 25922; 17: Controle da reacgéo

(sem DNA) e M: marcador de tamanho molecular (Ladder 1kb).

Em relacdo a presenca dos genes sefA (Figura 3) e pefA (Figura 4), ambos foram
encontrados em apenas 2 dos isolados testados, sendo estes provenientes de carne

moida.
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Figura 3- Produtos de PCR para confirmacéo da presenca do gene sefA (330pb). 1-
14 isolados de Salmonella spp..15 Controle positivo: Salmonella Enteritidis ATCC
13076; 16:Controle negativo: Escherichia coli ATCC 25922; 17: Controle da reagao
(sem DNA) e M: marcador de tamanho molecular (Ladder 1kb).
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Figura 4- Produtos de PCR para confirmacao da presenca do gene pefA (497pb). 1-
14 isolados de Salmonella spp..15 Controle positivo: Salmonella Enteritidis ATCC
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13076; 16: Controle negativo: Escherichia coli ATCC 25922; 17: Controle da reacgéo

(sem DNA) e M: marcador de tamanho molecular (Ladder 1kb).

Ja em relacdo a presenca do gene spvC, este foi encontrado em 12 isolados, sendo
estes provenientes de dianteiros bovinos, cortes do balcdo de atendimento, balcao de
autoatendimento e carne moida (Figura 5)
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Figura 5- Confirmacdo da presenca do gene spvC (669pb). 1-14 isolados de
Salmonella spp. 15: Controle positivo: Salmonella Enteritidis ATCC 13076; 16:
Controle negativo: Escherichia coli ATCC 25922; 17: Controle da reacdo (sem DNA)

e M: marcador de tamanho molecular (Ladder 1kb).

3.3.3. Perfil de resisténcia a antimicrobianos

Com relagédo ao perfil de resisténcia a antimicrobianos, 85,7% (12/14) dos
isolados de Salmonella spp. apresentaram resisténcia a sulfonamidas e acido
nalidixico, 78,5% (11/14) ao cloranfenicol, 50% (7/14) a estreptomicina, 45,8%(6/14)
a amoxicilina e ao acido clavulanico, 35,7% (5/14) a cefotaxima e 7,1% (1/14) a
ceftazidima. Em relacédo a ciprofloxacina, 100% (14/14) dos isolados apresentaram

susceptibilidade.
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Tabela 3: Avaliacdo da resisténcia dos isolados de Salmonella spp., frente aos

antimicrobianos.

. , Perfil de resisténcia (%)
Antimicrobianos

Susceptivel Intermediario Resistente

AMC 39,9 14,3 45,8
SUL 14,3 0 85,7
NAL 14,3 0 85,7
CAZ 85,8 7,1 7,1
CTX 50 14,3 35,7
CIP 100 0 0
EST 28,5 21,5 50
CLO 21,5 0 78,5

3.3.4. Avaliacédo dos genes de resisténcia

Dentre os 6 isolados de Salmonella spp. que apresentaram resisténcia a
amoxicilina (B-lactamicos), nenhum deles apresentou o gene blaZ. Nos 12 isolados de
Salmonella spp. resistentes as sulfonamidas, foi detectada a presenca do gene sull
em 25% deles (3/14) (Figura 6), ndo sendo verificada a presenca do gene sul2 nos
isolados testados. Ja nos sete isolados de Salmonella spp. resistentes a
estreptomicina (aminoglicosideos) nao foi verificada a presenca dos genes strA e strB

nos isolados testados.
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Figura 6- Confirmacé&o da presenca do gene sull (840pb). 1-12 isolados de Salmonella
spp. 13: Controle positivo: S. Typhimurium 22C; 14: Controle negativo: E. coli ATCC
25922; 15: Controle da reacdo (sem DNA) e M: marcador de tamanho molecular
(Ladder 1kb).

3.4. Discusséao

De acordo com a legislagdo vigente no Brasil (BRASIL, 2001), carcagas bovinas
inteiras ou fracionadas, quartos, cortes carneos e carne moida devem apresentar
auséncia de Salmonella spp. em 25 g do alimento. No presente estudo, avaliou-se
superficies de dianteiros, cortes carneos e carne moida e, encontrou-se 11,71%
(14/128) das amostras positivas para Salmonella spp., estando em desacordo com o
parametro exigido.

Cossi et al. (2014) ao avaliarem a presenca de Salmonella spp. em superficies
de dianteiros bovinos em trés frigorificos no estado de Minas Gerais no Brasil,
verificaram a presenca deste patégeno em 1,43%(3/09) amostras analisadas. Da
mesma forma, Dong et al. (2014), ao analisarem superficies de dianteiros em
frigorificos na China, verificaram 1,25% (1/80) positiva para Salmonella spp. Estes
resultados evidenciam a contaminacdo das carcacas bovinas e seus cortes. Neste
estudo, a presenca de Salmonella spp. foi verificada em uma dentre 32 amostras de
superficies de dianteiro analisadas.

Carney et al. (2006) comentam que o couro do animal, o extravasamento do
conteudo gastrointestinal e o contato entre os dianteiros podem ser fontes de
contaminacdao de todos os cortes carneos. A fim de reduzir a contaminagao por micro-
organismos patogénicos durante o processamento da carne, as etapas realizadas no
matadouro-frigorifico devem ser executadas com a utilizacdo de Boas Praticas de
Fabricagdo (BPF’s), assegurando a qualidade microbiolégica dos cortes carneos,
aumentando a vida util destes produtos (YANG et al., 2010).Muitos surtos de doencgas
transmitidas por alimentos tém sido associados a contaminacdo cruzada entre
utensilios e cortes, entre 0s cortes e ainda entre manipuladores e cortes (CARRASCO;
MORALES-RUEDA; GARCIA-GIMENO,2012).
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Pérez-Rodriguez et al., (2008) descrevem varios fatores relacionados a
contaminacdo cruzada, como praticas de higiene inadequadas, equipamentos
contaminados, processamento e armazenamento inadequado e contaminagao via
manipuladores, o que pode justificar um namero maior de isolados nas cortes carneos
oferecidos nos balcées quando comparado as superficies dos dianteiros.

Os cortes cérneos oferecidos nos balcdes sao obtidos a partir dos dianteiros,
apos manipulacdo. A contaminacdo pode ser devido a falhas nos processos de
higienizacdo dos equipamentos, manipuladores, utensilios e superficies (YOUSSEF
et al., 2013). Além disso, segundo Pereira et al. (2002), esta contaminacdo pode
aumentar em funcdo da disposicdo incorreta e acimulo de cortes no interior das
camaras frias, ocasionando ma circulacdo do ar frio e consequentemente aumento da
temperatura, possibilitando multiplicacdo bacteriana e contaminacao cruzada entre os
cortes carneos.

A conscientizacdo dos manipuladores para que sejam realizadas as praticas
higiénicos-sanitarias adequadas e a correta higienizacdo, deve ser obrigacdo do
estabelecimento, através da utilizacao de treinamentos periédicos (COUTINHO, 2007,
SOARES et al., 2013). Naidoo e Lindsay (2010) destacam a importancia do controle
dos procedimentos de higiene operacional nos locais que comercializam cortes
carneos, visto que a contaminacgdo cruzada entre utensilios, manipuladores e cortes
pode ser reduzida e até evitada, quando se realiza 0 processo corretamente.

Tafida et al. (2013), ao analisarem cortes carneos oferecidos em grandes
guantidades nos balcdes de atendimento em supermercados localizados em Zaria na
Nigéria, verificaram 2,43% (9/370) das amostras positivas para Salmonella spp. De
maneira similar, Maka et al. (2014) verificaram a presenca do mesmo patégeno em
2,9% (3/106) das amostras de cortes carneos embalados prontos para venda em
balcdes de autoatendimento no varejo da Polbnia entre os anos de 2008 e 2012. No
presente estudo, Salmonella spp. foi encontrada em 12,5% (4/32) das amostras de
cortes carneos do balcdo de atendimento e em 6,25% (2/32) dos cortes carneos do
autoatendimento.

Com relacdo as amostras de carne moida, estas sao preparadas nos acougues
a partir de retalhos dos dianteiros, dos cortes de dianteiros que sao colocados nos
balcbes de atendimento e autoatendimento, sendo posteriormente comercializadas no

balc&o de atendimento. Neste trabalho obteve-se a presenca de Salmonella spp. em
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21,87% (7/32) das amostras de carne moida analisadas. Foi verificada a presenca
deste patbgeno em um numero superior de amostras quando comparado as amostras
de dianteiros e cortes carneos do balcédo de atendimento e do autoatendimento. Esta
contaminacdao indica ma higienizacao dos utensilios utilizados no preparo, juntamente
com a intensa manipulacéo durante seu processamento da carne moida. Além disso,
0 tempo que os cortes ficam expostos nos balcdes, associado a possivel oscilacao de
temperatura durante este armazenamento favorecem a contaminacdo e a
multiplicacdo de micro-organismos nas amostras de carne moida (MREMA,
MPUCHANE e GASHE, 2006; SALLAM et al., 2014).

Neste trabalho, também foram coletadas amostras de superficie das balancas
utilizadas para a pesagem dos cortes nos acougues dos supermercados, ndo tendo
sido verificada a presenca de Salmonella spp.. Ha poucos estudos sobre a presenca
destes patdgenos neste tipo de superficies. PAL, LABUZA, DIEZ-GONZALEZ (2008)
citam que as superficies dos utensilios utilizados durante o preparo dos cortes sdo
capazes de disseminar um elevado niamero de micro-organismos para cada corte
processado, ocorrendo contaminacédo cruzada entre o utensilio e o corte. Ainda, neste
caso, pode ocasionar contaminagao de outros cortes que entram em contato com este
mesmo utensilio ou com o préprio corte contaminado.

No presente estudo, o gene hilA foi verificado em 100% (14/14) dos isolados,
confirmando o género Salmonella spp. Da mesma forma, verificou-se a presenca do
gene invA (Figura 2), indicando capacidade de invasdo nas células do hospedeiro.

Os genes sefAe pefA foram encontrados em dois isolados de Salmonella spp.
do presente estudo. Em Salmonella spp. alguns dos genes responsaveis pela
expressao de fimbrias sdo o sefA e pefA, expressando as fimbrias SEF (Salmonella
Enteretidis Fimbriae) e PEF (Plasmid Encoded Fimbriae), respectivamente. Para que
0S micro-organismos possam invadir as células, é necessario primeiramente a adesao
na superficie das células, para isso existem varios mecanismos, sendo que um dos
principais € mediado por fimbrias (CLOUTHIER, 1993). Estas auxiliam a fixacdo do
micro-organismo na superficie da célula do hospedeiro contribuindo para sua
patogenicidade. A auséncia destas dificulta a patogenicidade devido a maior
dificuldade de adesdo (CRACIUNAS et al., 2010).

Ja o gene spvC neste estudo foi detectado em 85,7% (12/14) dos isolados de

Salmonella spp. Este gene é encontrado em plasmideo bacteriano, sendo responsavel
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pelo aumento da taxa de crescimento e multiplicacdo da Salmonella spp. no interior
da célula do hospedeiro, podendo afetar a interagdo com o sistema imune,
potencializando a acdo dos micro-organismos (SWAMY et al. 1996).

Os micro-organismos podem apresentar resisténcia natural, sendo que esta
resisténcia pode ser adquirida por meio de outros micro-organismo ou através da ma
administrac@o de farmacos em animais e em seres humanos, as cepas resistentes
aos antimicrobianos podem acarretar sérios problemas na saude dos consumidores
(BLAHA, 2011; SALLAM et al. 2014).

Foi verificado um perfil de resisténcia de Salmonella spp. frente a sete dos oito
antimicrobianos testados. Em relacéo a sulfonamidas e Acido nalidixico, 85,7% dos
isolados apresentaram resisténcia. Todos os isolados testados apresentaram a
suscetibilidade frente a Ciprofloxacina (100%), e 85,8% a Ceftazidima (85,8%).

A resisténcia aos antimicrobianos € um importante fator em relacdo a
gravidade das Salmoneloses, visto que, cepas resistentes sdo mais dificeis de tratar,
levando a uma terapia mais longa e até inadequada (MAGIOORAKOS et al., 2009).
Perfis de resisténcia de isolados de Salmonella spp. frente ao acido nalidixico e a
sulfonamidas também foi verificada por Maka et al. (2014). Porém, em relacdo a
ciprofloxacina e a ceftazidima, este mesmo estudo encontrou 100% de suscetibilidade
dos isolados testados. O gene blaZ codifica enzimas [(-lactamases, enquanto os
genes strA e strB codificam as enzimas que degradam as moléculas dos
antimicrobianos ao entrarem no citoplasma bacteriano. J& os genes sull e sul2
codificam enzimas que impedem a ligacdo do antimicrobiano no seu local de acao
(FERNANDES et al.,2009; VANHOEK et al., 2011; FOLSTER ET AL., 2012).

Dependendo da expressdo génica, juntamente com outros mecanismos
realizados pelos micro-organismos, a resisténcia aos antimicrobianos pode ser
influenciada pela exposicdo ao agente antimicrobiano e pela expresséo seletiva que
este determina, sendo esta favorecida pelo uso indiscriminado dos antimicrobianos
(CHARPENTIER, COURVALIN, 1999; WEESE, 2006). Os mecanismos genéticos
apresentados pelos micro-organismos multi-resistentes sdo de grande interesse
devido a elevada incidéncia, uma vez que um dos principais fatores do
desenvolvimento de cepas resistentes € a capacidade dos micro-organismos de
adquirir e disseminar elementos genéticos, conferindo a resisténcia para outros micro-
organismos (DIONISI et al., 2011; HOPKINS et al., 2007).
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Neste estudo nado foi detectada a presenca do gene blaZz em nenhum dos
isolados. Ja em relacao ao gene sull, este foi detectado em 25% (3/12) dos isolados.
Os genes sul2, srtA e strB ndo foram encontrados nos isolados de Salmonella spp.
testados. A resisténcia a antimicrobianos é conferida através de mecanismos de
resisténcia como alteracdo da permeabilidade de membrana, alteragdo no sitio de
acdo, bomba de efluxo, além de mecanismos enzimaticos. A resisténcia aos
antimicrobianos verificada fenotipicamente indica que estes isolados possuem outros
genes e/ou mecanismos conferindo tal resisténcia, visto que ndo apresentaram 0s

genes responsaveis por esta resisténcia.

3.5. Conclusao

Pode-se verificar que houve presenca de Salmonella spp., em 9,72% (14/144)
amostras avaliadas, o que indica falhas nas condi¢des higiénico-sanitarias durante o
processamento dos cortes carneos comercializados em agougues de supermercados
localizados na regido Sul do Estado do Rio Grande do Sul, Brasil. Ainda, a presenca
de cepas resistentes a antimicrobianos nas amostras avaliadas demonstra que em
caso de DTAs, pode haver dificuldades no tratamento dos consumidores,

configurando-se em um grave problema de salde publica.
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4. Consideracdes Finais

Pode-se verificar que houve presenca de Salmonella spp., em 9,72% (14/144)
amostras avaliadas, o que indica falhas nas condi¢des higiénico-sanitarias durante o
processamento dos cortes carneos comercializados em agougues de supermercados
localizados na regidao Sul do Estado do Rio Grande do Sul, Brasil, tornando-se
necessaria a supervisdo nos processos, na higiene pessoal e das instalacdes dos
acougues, visando a reducdo da contaminacdo dos produtos oferecidos e
assegurando a saude do consumidor.

Ainda, a presenca de cepas resistentes a antimicrobianos nas amostras
avaliadas demonstra que em caso de DTAs, pode haver dificuldades no tratamento

dos consumidores, configurando-se em um grave problema de saude publica.
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