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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pds-Graduacao em Bioexperimentacao
Universidade de Passo Fundo

Salmonella spp. ISOLADAS EM ABATEDOURO FRIGORIFICO DE SUINOS:
RESISTENCIA A SANITIZANTES E ANTIMICROBIANOS
Autora: Caroline Luneli de Quadros
Orientadora: Luciana Ruschel dos Santos
Coorientadora: Giseli Aparecida Ritterbush
Passo Fundo, 30 Julho de 2018

O Brasil é o quarto maior produtor e exportador mundial de carne suina e a cadeia produtiva
da suinocultura representa uma importante base econémica para o pais. Porém, dificuldades
como a identificagdo de bactérias do género Salmonella nos rebanhos e nos abatedouros séo
enfrentadas pelo setor, pois esta bactéria se destaca como um dos principais agentes de
doencas transmitidas por alimentos e a carne suina tem sido associada como provavel fonte de
contaminacgdo em produtos de origem animal. Conhecer os pontos de risco para contaminagéo
por Salmonella spp. nas diferentes etapas do abate é fundamental para o controle adequado do
processo, assim como a realizacdo correta dos procedimentos de higienizacdo e sanitizacao,
necessarios no controle ambiental de microrganismos. A disseminacdo da resisténcia
bacteriana frente a antimicrobianos e sanitizantes vem aumentando a preocupa¢do no mundo
todo, tanto na saude animal como na humana. Nesse contexto, foi identificada a presenca de
Salmonella spp. em diferentes pontos de um abatedouro de suinos e avaliada a acdo de
sanitizantes (acido peracético 0,5% e 1% e amonia quaternaria 0,5%) e de antimicrobianos
(enrofloxacina 5mcg, florfenicol 30mcg, amoxacilina 10mcg, cefaclor 30mcg, lincomicina
2mcg, azitromicina 15mcg, doxiciclina 30mcg e cloranfenicol 30mcg) frente a estes isolados.
Foram avaliadas 150 amostras, sendo 60 do piso das pocilgas (amostras ambientais) e 90 de
superficies de carcacgas no abatedouro avaliado. Das amostras ambientais, 38% (23/60) foram
positivas para Salmonella spp., sendo 53% (16/30) antes da higienizacéo e 23% (7/30) ap0s a
higienizacdo. Em relacdo & amostragem de carcacgas, 21% (19/90) foram positivas para
Salmonella spp., sendo que o ponto de coleta na sangria apresentou maior positividade
(46,7%), sequido pelo chuveiro final (16,7%), até ndo se obter nenhum isolamento apds o
resfriamento das carcacas. O acido peracético, nas duas concentracOes, teve acdo frente aos
isolados avaliados em todos os tempos de exposicdo (1, 5, 10 e 15 minutos). A amdnia
quaternaria 0,5%, foi eficiente em todos os tempos frente a 26,9% dos isolados, enquanto
19,2% dos isolados foram resistentes com 5 minutos de exposi¢do, 23% com 10 minutos e
30,7% a todos os tempos avaliados. Nos ensaios com antimicrobianos, 48% das amostras
apresentaram multirresisténcia, sendo o0s maiores indices para Lincomicina (100%),
amoxicilina (80%) e cloranfenicol (40%). Todas as amostras foram sensiveis a enrofloxacina.
Devido a dificuldade para controlar Salmonella nos rebanhos suinos, se torna imprescindivel
manter o controle das operagOes de abate, dos procedimentos de higiene e desinfeccdo, e da
qualificacdo dos empregados, a fim de reduzir a presenca de Salmonella spp. a niveis
aceitaveis ou elimina-la, com o intuito de fornecer produtos de origem suina seguros para 0s
consumidores. Da mesma forma, o monitoramento do perfil de sensibilidade aos
antimicrobianos utilizados frequentemente na producdo de suinos € fundamental para tomar
decisfes quanto ao uso correto destes medicamentos.

Palavras-chave: Salmonella spp., antimicrobianos, sanitizantes, abate de suinos.
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ABSTRACT

Master’s Dissertation
Programa de Pds-Graduacao em Bioexperimentacdo
Universidade de Passo Fundo

Salmonella spp. ISOLATED FROM A SWINE SLAUGHTERHOUSE: SANITIZERS
AND ANTIMICROBIALS RESISTANCE

Author: Caroline Luneli de Quadros
Advisor: Luciana Ruschel dos Santos
Co-Advisor: Giseli Aparecida Ritterbush
Passo Fundo, 30 July 2018

Brazil is the fourth largest pork producer and exporter of the world, besides, the swine
productive chain represents a very important economic base for the country. However, the
sector faces difficulties like detecting bacteria from the Salmonella gender in the swine herd
and slaughterhouses, because this bacteria is one of the most important agent related to
foodborne diseases and pork meat has been associated as an important food vehicle. To know
the major risk points of contamination by Salmonella spp. at the different slaughtering steps is
crucial to properly control the process, as well as the correct realization of cleaning and
sanitizing, essential to control the environment microorganisms, all of these with the final
intention to produce pork meat products safe for consumption. The dissemination of bacterial
resistance to antimicrobials and sanitizers has been concerning authorities worldwide, at
animal and human health level. In this context, it was identified the presence of Salmonella
spp. at the different steps in a swine slaughterhouse and evaluated the action of sanitizers
(peracetic acid 0,5% e 1%, and quaternary ammonium 0,5%) and antimicrobials (enrofloxacin
5mcg, florfenicol 30mcg, amoxicillin  10mcg, cephaclor 30mcg, lincomycin 2mcg,
azithromycin 15 mcg, doxycycline 30mcg and chloramphenicol 30mcg) against these isolates.
It was evaluated 150 samples, 60 from the lairage floor (environment samples) and 90 from
the carcass surface at the studied slaughterhouse. From de environment samples, 38% (23/60)
were positive for Salmonella spp., which 53% (16/30) were from before de cleaning process
and 23% (7/30) after de cleaning process. About the carcass sampling, 21% (19/90) were
positive for Salmonella spp. The exsanguination stage was the most positive point (46,7%),
followed by the final carcass wash (16,7%), and there was no isolation at all after the carcass
cooling. About the sanitizers, the peracetic acid at both concentration was efficient at all
exposure times, however de quaternary ammonium 0,5% was efficient at all exposure times
with 26,9% of the isolates, 5 (19,2%) were resistant with 5 minutes of exposure, 6 (23%) were
resistant up to 10 minutes of exposure and 8 (30,7%) were resistant to all the exposure times.
For the antimicrobial test, 48% of the samples were multiresistant. Lincomycin (100%),
amoxicillin (80%) and chloramphenicol (40%) had the highest resistance level. All the
samples were sensitive to enrofloxacin. Due to the difficulty to control Salmonella at the
swine herds, it makes indispensable to maintain the control of the slaughter operations,
cleaning and disinfection procedures, as also employees qualification, with the objective of
reduce the presence of Salmonella spp. at acceptable levels or eliminate it, providing safe
pork meat products. Furthermore, monitoring de sensibility profile of the most used
antimicrobial products at the swine chain is fundamental to take decisions about the correct
use of these medications.

Key words: Salmonella spp., antimicrobials, sanitizers, swine slaughter.
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1. INTRODUCAO

A carne suina é a fonte de proteina animal mais produzida e consumida no mundo.
Segundo dados da Associacdo Brasileira de Proteina Animal (1), somente no ano de 2016,
foram produzidos 109 milhdes de toneladas de carne suina, sendo o Brasil o quarto maior
produtor e exportador mundial, atingindo em 2016 seu apice de producdo com 3,731 mil
toneladas de carne e realizando a exportacao de cerca de 732 mil toneladas de carne, gerando
uma receita de 1,483 milhdes de dolares. A cadeia produtiva suinicola brasileira vem
crescendo expressivamente nos Gltimos anos, atingindo elevados patamares de tecnificacao,
alta produtividade, disponibilizando produtos de qualidade e conquistando, dessa forma,
credibilidade no mercado interno e externo (2).

Porém, algumas dificuldades sdo encontradas pelo setor, como a presenca de
Salmonella spp. nos rebanhos suinos, permitindo que ocorra a transmissao do patégeno ao
longo da cadeia, culminando na presenca deste nas plantas frigorificas e carcagas suinas,
tornando-se um fator de risco a satde publica (3).

Em setembro de 2014, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do
Brasil (MAPA) lancou, dentro do Programa Nacional de Controle de Patdégenos (PNCP), o
programa exploratorio para coleta de amostras e pesquisa de Salmonella spp. em carcagas de
suinos abatidos em estabelecimentos registrados junto ao Servigo de Inspecdo Federal (SIF),
que mostrou positividade de 10,3% em carcagas coletadas antes do resfriamento e 5,5% para
aquelas coletadas ap0s o resfriamento (4).

A ocorréncia de Salmonella spp. em carcacas suinas foi demonstrada em valores como
55,66% no Rio Grande do Sul (5), 16,6% em abatedouros do estado do Mato Grosso (6) e
27,4% de positividade em suinos abatidos no estado de Santa Catarina (7).

A Salmonella spp. ¢ uma das principais causas de infec¢do alimentar no mundo todo,
possuindo varias fontes de contaminacdo e, dentre estas, a carne suina, considerada um
importante veiculo de transmisséo (8).

No entanto, por se tratar de um patogeno bem adaptado ao ambiente, o controle da
salmonela se torna dificil devido & amplitude da cadeia e dos diversos fatores envolvidos para
reduzir a disseminacdo do patdgeno. Rebanhos suinos em fase de terminacdo contaminados
sdo a principal forma de contaminagdo para o abatedouro, pois esses animais portadores
aumentam a excrecdo de Salmonella nas fezes ao passar por situagdes de estresse como 0

transporte e a retirada da ragdo, contaminando o ambiente da pocilga de espera e dessa forma
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disseminando o patdgeno, resultando em um aumento da carga microbiana nas carcagas no
abate (9,10,3).

Para garantir a producdo de alimentos seguros é fundamental possuir um programa de
higienizacdo bem estruturado, incluindo as etapas de limpeza e desinfec¢do. A desinfecgdo é
realizada através da aplicacdo de sanitizantes em todo o ambiente industrial, incluindo os
equipamentos, a fim de reduzir a niveis aceitaveis a quantidade de microrganismos presentes
(11). No entanto, o uso continuo e intermitente de sanitizantes em doses sub letais podem
levar ao desenvolvimento da resisténcia bacteriana frente a essas substancias quimicas
(12,13).

A resisténcia bacteriana a antimicrobianos vem aumentando consideravelmente ao
longo dos anos, principalmente devido ao uso inadequado de antibidticos na medicina
humana e veterinaria, assim como a utilizacdo desses na forma profilatica e como aditivos
alimentares em ragdes animais (14,15). Assim, se torna fundamental realizar o monitoramento
do perfil de sensibilidade dos antimicrobianos mais comumente utilizados na suinocultura, a
fim de tracar estratégias para reduzir a disseminacao da resisténcia bacteriana.

Desta forma, os objetivos deste trabalho foram pesquisar Salmonella spp. em diferentes
pontos do abate de suinos e avaliar a acdo de dois sanitizantes (acido peracético e amonia
quaternaria) utilizados frequentemente na inddstria de alimentos e de antimicrobianos
(enrofloxacina 5mcg, florfenicol 30mcg, amoxacilina 10mcg, cefaclor 30mcg, lincomicina
2mcg, azitromicina 15mcg, doxiciclina 30mcg e cloranfenicol 30mcg.), comumente utilizados
na suinocultura, frente aos isolados encontrados.

A presente dissertacdo é composta por esta introducdo, uma breve revisao de literatura
sobre Salmonella spp., salmonelose em humanos, Salmonella spp. na suinocultura, resisténcia
a antimicrobianos, sanitizantes e por um trabalho cientifico incluido no Capitulo 1,
denominado “Salmonella spp. isoladas em abatedouro frigorifico de suinos: resisténcia a

sanitizantes e antimicrobianos”.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 GENERO Salmonella spp.

As bactérias do género Salmonella spp. pertencem a familia Enterobacteriaceae, sdo
gram-negativas, anaerdbias facultativas, ndo formadoras de esporos, tem forma de bastonetes
curtos (1 a 2 pm) e apresentam requerimento nutricional relativamente simples. A maioria das
espécies sdo moveis e apresentam flagelos peritriquios, com excecdo das espécies S.
Gallinarum e S. Pullorum que sdo imoveis. Salmonela fermenta glicose, produzindo acido e
gas, porém ¢ incapaz de metabolizar a lactose e a sacarose. A temperatura para multiplicagao
varia de 5 a 46°C e, como ndo formam esporos, sdo relativamente termosensiveis, podendo
ser destruidas a 60 °C em 15 a 20 minutos (16). Para crescimento, é requerido um pH 6timo
entre 6,6 e 8,2, apresentando como valores limites pH abaixo de 4,0 e acima de 9,0. Em
relacdo aos valores de atividade de agua, a inibi¢do do crescimento foi verificada em valores
inferiores a 0,94 e em meios com pH neutro (17).

Ha duas espécies de Salmonella, S. bongori e S. enterica, sendo a tltima dividida em 6
subspécies. A maioria dos patégenos humanos classificam-se na subespécie Salmonella
enterica grupo enterica. Cada subespécie pode ser dividida em sorovares (variantes
soroldgicas), havendo mais de 2400 ja identificados. Os sorovares Salmonella typhimurium e
Salmonella enteriditis sdo os mais frequentemente associados a salmonelose transmitida por
alimentos. Os sorovares de Salmonella sdo diferencidos por seus antigenos somatico (O),
flagelar (H) e capsular (Vi), utilizando o esquema de Kaufmann-White. Esses sorovares sao
divididos em sorogrupos de acordo com os fatores antigénicos comuns (16,18).

A maioria dos sorotipos de Salmonella enterica podem infectar uma ampla variedade de
animais, mas a adaptacdo ao hospedeiro acontece com apenas alguns sorotipos. Como por
exemplo, S. typhi infecta apenas humanos, S. Pullorum e S. Gallinarum sao especificos para
aves, S. Cholerasuis para suinos e S. Dublin para bovinos (16,14).

O habitat primario das salmonelas é o trato gastrointestinal de aves, mamiferos
domesticos, humanos e répteis, sem causar, necessariamente, sintomas nesses hospedeiros.
Devido a presenca intestinal, a bactéria pode ser excretada junto as fezes e dessa forma
contaminar a &gua, alimentos, fomites e outros hospedeiros, continuando o ciclo,

caracteristicas essas que garantem sua ampla distribuicdo no mundo todo (17,10).
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2.2 SALMONELOSE EM HUMANOS

E denominada salmonelose a doenca causada pela ingestdo de alimentos ou é&gua
contaminados por Salmonella spp. A dose infecciosa para humanos ¢ de aproximadamente
10° bactérias (16), mas ja ocorreram registros de surtos provocados por quantidades baixas de
células, como 100 células/100g de Salmonella Eastbourne em chocolate (17).

A doenca pode ocasionar sindromes distintas, dependendo do sorovar envolvido, por
exemplo, a Salmonella enterica sorovar typhi é a causadora da febre tifoide e a transmissao
ocorre através da ingestdo de agua contaminada por fezes. Esta doenca ainda ocorre em
regides onde os sistemas de saneamento basico sdo precarios ou inexistentes (18). Mas a
forma mais comum de manifestacdo é a enterocolite, com sintomas caracteristicos como
nauseas, vomito, dores abdominais, cefaleia, diarreia e calafrios, geralmente acompanhados
por fraqueza, fadiga muscular e febre moderada.

O periodo de incubacéo é cerca de 12 a 36 horas e os sintomas podem desaparecer apos
2 a 5 dias, sem intervencdo médica. Durante o periodo da doenca, a pessoa infectada elimina
grandes quantidades de Salmonella, diminuindo o nimero de células com o passar do tempo,
mas alguns individuos podem se tornar portadores assintomaticos (16,17,18).

Entre os casos registrados e confirmados de doencas transmitidas por alimentos
(DTAs), Salmonella spp. sempre se destaca entre os principais agentes causadores de surtos.
Segundo dados do Centers for Disease Control and Prevention (CDC), em 2017, foram
registrados nos Estados Unidos 7.895 casos de infecgdo por salmonelas, apresentando uma
incidéncia de 16%, e os principais sorotipos identificados foram Enteritidis, Typhimurium e
Newport (19). Na Unido Europeia, somente em 2016, foram confirmados 94.530 casos de
salmonelose, apresentando uma incidéncia de 20,4%, e 0s 5 sorotipos mais encontrados foram
S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Typhimurium monofasica, S. Infantis e S. Derby (20).

Uma avaliacdo de dados de surtos de DTAs no Brasil, entre os anos 2000 a 2017,
mostrou que Salmonella spp. é o principal agente causador de surtos, com 34,1% dos casos,

seguido por Escherichia coli (26,9%) e Staphylococcus aureus (17,5%) (21).

2.3 Salmonella spp. NA SUINOCULTURA

A presenca de salmonela em suinos ndo esta relacionada somente com a questéo clinica

da doenca, mas principalmente pelo fato de que suinos podem se infectar com uma variedade
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de sorotipos de salmonela e transmiti-los para os homens atraves de produtos carneos suinos
potencialmente contaminados (3,10).

A salmonelose em suinos pode variar de infec¢do clinica, com quadros de gastroenterite
e septicemia podendo levar & morte se a intervencdo terapéutica ndo for eficaz, & forma
subclinica, com a presenca de animais portadores que ndo desenvolvem a doenca, mas
permanecem como carreadores, eliminando o patdgeno, podendo apresentar periodos de
laténcia, no qual ndo excretam a bactéria, mas essa pode ser encontrada nos linfonodos
mesentéricos (10,14).

Suinos carreadores de salmonela na fase final de terminagdo sdo a principal fonte de
contaminacdo do patégeno nos abatedouros (3,10), pois o estresse causado pelo transporte e
pela retirada da racdo aumentam a excrecdo de Salmonella spp. em suinos portadores, levando
a contaminacdo dos caminhdes de transporte e, principalmente, das pocilgas de espera, nas
quais 0s animais permanecem por no minimo 2 horas, periodo que é suficiente para outros
suinos se contaminarem, aumentando assim o risco de contaminagdo durante o processamento
de abate (9,10,22).

A realizacdo adequada das etapas envolvidas no abate de suinos é fundamental para
evitar contaminagdes nas carcagas. A manutengdo da temperatura no tanque de escaldagem
acima de 62°C e o chamuscamento completo da carcaca ajudam a reduzir significativamente a
carga microbioldgica superficial nas carcacas (3,23). No entanto, as etapas de evisceragdo sao
consideradas importantes fontes de contaminagGes cruzadas, pois qualquer falha pode
ocasionar o extravasamento de contetdo intestinal e consequente contaminacdo da carcaga,
ambiente e equipamentos (23,24).

Em estudo realizado por Van Hoek (25), a contaminacédo cruzada na linha de abate foi
responsavel por 30% das carcacas positivas para Salmonella spp., sendo que a serra de
carcacas foi a principal via de contaminagéo, pois esta havia sido contaminada anteriormente
e os procedimentos de limpeza e desinfeccdo ndo foram eficientes para a eliminacdo da
bactéria, permitindo a contaminacdo cruzada de outras carcacas. Resultados parecidos foram
encontrados por Botteldoorne (26), que além da contaminagdo na serra de carcacas, obteve
uma alta prevaléncia de Salmonella spp. no ambiente da linha de abate antes mesmo de iniciar
a producao.

Os processos de limpeza e sanitizagdo sao fundamentais para manter um ambiente
higienicamente apropriado para a produgéo de alimentos seguros, esses procedimentos visam
a reducdo da carga de microrganismos no ambiente, evitando assim contaminagfes cruzadas

para o produto. A etapa de limpeza tem como objetivo a remocéo dos residuos sélidos, atraves
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da utilizacdo de agua quente, acdo mecénica (esfrega) e uso de detergentes especificos, que
agem principalmente sobre gorduras e proteinas, facilitando o processo. Apds, é realizado a
desinfecg@o, processo que possui o intuito de eliminar a maioria dos microrganismos
remanescentes, ndo sendo efetivo para esporos, reduzindo a carga microbiana do ambiente a
niveis aceitaveis, atraves da utilizacdo de sanitizantes (16).

Ao avaliar amostras ambientais e de equipamentos, antes e apds 0s processos de
limpeza e sanitizacdo, em 6 abatedouros de suinos na Dinamarca, Gantzhorn (27) encontrou
apenas 5,2% de amostras positivas para Salmonella spp., sendo que essas amostras eram de
ralos préximos a evisceragdo, mostrando que a realizacdo adequada dos procedimentos de

higienizacéo é fundamental para o controle ambiental de microrganismos.

2.4 DETECCAO DE Salmonella spp.

As andlises microbioldgicas de alimentos objetivam a deteccdo ou enumeracdo de um
ou mais microrganismos alvos. As técnicas qualitativas avaliam a presenca ou auséncia de
certo patdégeno em determinada amostra, e as técnicas quantitativas determinam o nimero de
microrganismos na amostra.

A identificacdo de Salmonella spp. é realizada principalmente através de metodos
convencionais de cultivo celular (microbiologia convencional), os quais sdo considerados
como “padrdo-ouro” e sdo aprovados para uso internacional por 6rgaos como Association of
Official Analytical Chemists (AOAC) International, International Organisation for
Standardisation (ISO), Food and Drug Administration (FDA) Bacteriological Analytical
Manual. As técnicas convencionais se baseiam nas seguintes etapas: pré-enriquecimento,
enriquecimento seletivo, semeadura em placas, selecdo de col6nias e confirmacdo através de
provas bioquimicas e sorolégicas (16).

Quanto a regulamentacdo, a legislacdo brasileira para padrdes microbiol6gicos de
alimentos, descrita na Resolugdo n° 12, de 2 de janeiro de 2001 (28) exige apenas a auséncia
de Salmonella spp. em 25g de amostra de alimento. No que se refere a suinos, em 2007, foi
emitida a Circular N° 130/2007/CGPE/DIPOA, pelo Departamento de Inspecdo de Produtos
de Origem Animal do MAPA (29), que objetivou orientar os estabelecimentos que exportam
carne suina para a Unido Europeia quanto as exigéncias relativas ao monitoramento de
Salmonella em carcacas suinas. Segundo esta norma, os estabelecimentos devem realizar
anualmente dois ciclos de amostragem, sendo cada ciclo composto por 50 amostras, colhidas

aleatoriamente de cinco carcacas, uma vez por semana. A amostragem deve ser realizada na
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superficie de carcacas antes do resfriamento, utilizando esponja abrasiva, numa area de
100cm? do lombo, pernil, barriga e papada, totalizando uma area de 400cm2. O padrédo
aceitavel é de até 5 carcacas positivas por ciclo e no caso de desvios devem ser tomadas
medidas corretivas (29).

2.5 RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

A capacidade da bactéria para resistir aos efeitos de substancias que inibem seu
crescimento ou afetam sua sobrevivéncia é chamada de resisténcia aos antimicrobianos.
Muitos paises vém relatando anualmente a ocorréncia de isolados de Salmonella resistentes a
antimicrobianos. Muitos fatores podem estar relacionados com a multirresisténcia, como o
uso terapéutico descontrolado em humanos e animais, utilizacdo em sub doses como
profilaxia para animais de producéo e aplicagdo como promotores de crescimento (14,30,31).

A resisténcia a antibidticos pode ser transferida entre 0os microrganismos por via génica
horizontal, através de plasmideos contendo o gene de resisténcia para certos tipos de drogas.
Entre os mecanismos de resisténcia bacteriana podemos citar reducdo da permeabilidade,
inativacdo do antibidtico, alteracdo do alvo, desenvolvimento de uma via bioquimica
resistente e bombeamento do antimicrobiano para fora da célula bacteriana. (14,18).

O uso indiscriminado de antibidticos acelera o surgimento da resisténcia, da mesma
forma que a utilizacdo desses farmacos na agricultura esta relacionada ao surgimento de
infeccBes causadas por patdgenos resistentes em humanos. Desde os anos 90 alguns paises
vém se preocupando com essa situagcdo, e por isso, iniciaram programas para controle e
monitoramento de microrganismos resistentes. Em 2015, a WHO (World Health
Organization), juntamente com a FAO (Food and Agriculture Organization of the United
Nations) e OIE (World Organization for Animal Health), langaram um plano de acéo global
para controle da resisténcia antimicrobiana, tendo em vista que o aumento no ndmero de
microrganismos multirresistentes pode ser considerado um grande risco a saide humana (15).

Segundo dados do FDA (32), em 2014, 20% dos isolados de Salmonella spp. obtidos de
carne suina eram multirresistentes, ou seja, resistentes a 3 ou mais classes de antimicrobianos.
Em relacdo a Unido Européia (33), dados obtidos em 2016 mostraram que 26,5% das
salmonelas isoladas em casos clinicos de humanos eram multirresistentes, principalmente as
sulfonamidas (34,6%) e tetraciclinas (29,2%). Em relagcdo ao Brasil, Lima (34) testou varias
cepas de Salmonella spp. provenientes de alimentos de origem suina de diversas regides do
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pais e observou que 72% foram resistentes a uma ou mais drogas, sendo 31,9% destas,
multirresistentes.

Em estudos realizados em frigorificos de suinos no sul do Brasil, Castagna (35) obteve
24% de isolados de Salmonella spp. multirresistentes, ao avaliar linfonodos mesentéricos e
conteudo intestinal de suinos, sendo que os principais indices de resisténcia foram para
sulfonamida (83,9%), tetraciclina (37,4%) e cotrimoxazol (25,2%). Ja Colla (36) encontrou
valores mais altos, no qual todas as amostras foram multirresistentes, 100% foram resistentes

para penicilina, 94,9% para tetraciclina, 89,7% para trimetropima e 87,2% para ampicilina.

2.6 SANITIZANTES

Sanitizantes sdo compostos quimicos cuja principal funcdo é a eliminacdo de
microrganismos, através de mecanismos como, alteracdo na integridade da parede celular
bacteriana ou causar reacdes metabdlicas criticas dentro da célula do patégeno, dependendo
do tipo de composto utilizado (37).

Alguns fatores podem influenciar na eficiéncia da acdo dos sanitizantes, como: o tipo, a
quantidade e a suscetibilidade do microrganismo presente; o composto quimico utilizado e
sua concentracdo; o tempo de exposicdo; a temperatura de uso; a quantidade de matéria
organica remanescente da limpeza; e a presenca ou ndo de resisténcia bacteriana frente ao
sanitizante utilizado (13).

Entre os principais sanitizantes utilizados na industria de alimentos estdo o acido
peracético e a amdnia quaternaria. O &cido peracético é classificado como um agente
oxidante, que promove desnaturacdo proteica e enzimatica e aumenta a permeabilidade da
membrana celular por ruptura das ligacGes sulfidrila e pontes de dissulfeto, possui agédo
rapida, atua sobre um amplo espectro de microrganismos, mas pode ser corrosivo para alguns
tipos de metais e superficies (37,13).

A amoénia quaternaria é um surfactante catiénico que causa desnaturacdo e precipitacdo
de proteinas da membrana celular e do citoplasma bacteriano, liberando nitrogénio e potéssio,
também quebram os complexos lipoproteicos da célula bacteriana, liberando enzimas
autoliticas (13). E pouco corrosivo, pode ser usado em alta temperatura, deixa um residual
ativo sobre as superficies, mas pode ser neutralizado por surfactantes anidnicos, ou seja,
residuais de detergentes (37,13).

Assim como acontece com 0s antibioticos, a exposicdo continua ou intermitente de

sanitizantes em doses subletais também pode levar ao desenvolvimento de resisténcia
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bacteriana (12,13), como mostrou o trabalho de Colla (38), no qual amostras de Salmonella
Heidelberg isoladas em 2009 apresentaram reducdo na sensibilidade frente a acdo de
clorexidina e amonia quaternaria comparada com as amostras isoladas em 2005, indicando
progressdo da resisténcia bacteriana frente a estes sanitizantes. Erros operacionais ao realizar
a diluicdo dos produtos, assim como a aplicacdo incorreta do sanitizante no ambiente
industrial sdo procedimentos que podem agravar essa situacdo. Desta forma se torna
necessario realizar rodizios de principios ativos na industria, assim como acompanhamentos

periddicos quanto a eficacia dos sanitizantes utilizados.
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ABSTRACT- Quadros C.L., Manto L. Santos S.P., Mistura E., Webber B., Rizzo N.N,,
Ritterbusch G.A., Santos L.R. 2018. [Salmonella spp. ISOLATED FROM A SWINE
SLAUGHTERHOUSE: SANITIZERS AND ANTIMICROBIALS RESISTANCE]. Acao de
sanitizantes e antimicrobianos sobre Salmonella spp. isoladas em abatedouro de suinos.
Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Programa de Pos-Graduagdo em
Bioexperimentacao - Universidade de Passo Fundo. Campus I - BR 285, Bairro Sao José,
Passo Fundo - CEP 99052-900, Brasil. E-mail: carolinelg@hotmail.com

This study identified the presence of Salmonella spp. at the different steps in the
slaughter line and evaluated the action of these isolates against two sanitizers (peracetic
acid 0,5% e 1%, and quaternary ammonium 0,5%,) and antimicrobials (enrofloxacin
5mcg, florfenicol 30mcg, amoxicillin 10mcg, cephaclor 30mcg, lincomycin 2mcg,
azithromycin 15 mcg, doxycycline 30mcg, chloramphenicol 30mcg). It was evaluated
150 samples, 60 from the lairage floor (environment samples) and 90 from the carcass
surface at the studied slaughterhouse. From de environment samples, 38% (23/60)
were positive for Salmonella spp., which 53% (16/30) were from before de cleaning
process and 23% (7/30) after de cleaning process. About the carcass sampling, 21%
(19/90) were positive for Salmonella spp. The exsanguination stage was the most
positive point (46,7%), followed by the final carcass wash (16,7%), and there was no
isolation at all after the carcass cooling. About the sanitizers, the peracetic acid at both
concentration was efficient at all exposure times, however de quaternary ammonium
0,5% was efficient at all exposure times with 26,9% of the isolates, 5 (19,2%) were
resistant with 5 minutes of exposure, 6 (23%) were resistant up to 10 minutes of
exposure and 8 (30,7%) were resistant to all the exposure times. For the antimicrobial
test, 48% of the samples were multiresistant. Lincomycin (100%), amoxicillin (80%)
and chloramphenicol (40%) had the highest resistance level. All the samples were
sensitive to enrofloxacin. Due to the difficulty to control Salmonella at the swine herds, it
makes indispensable to maintain the control of the slaughter operations, cleaning and
disinfection procedures, as also employees qualification, with the objective of reduce the
presence of Salmonella spp. at acceptable levels or eliminate it, providing safe pork meat
products. Furthermore, monitoring de sensibility profile of the most used antimicrobial
products at the swine chain is fundamental to take decisions about the correct use of
these medications.

INDEX TERMS: Salmonella spp., antimicrobials, sanitizers, swine slaughterhouse.

RESUMO - Este estudo identificou a presenca de Salmonella spp. em diferentes pontos
do abate de suinos e avaliou a acdo de dois sanitizantes de sanitizantes (dcido peracético
0,5% e 1% e amodnia quaterndria 0,5%) e de antimicrobianos (enrofloxacina 5mcg,
florfenicol 30mcg, amoxacilina 10mcg, cefaclor 30mcg, lincomicina 2mcg, azitromicina
15mcg, doxiciclina 30mcg e cloranfenicol 30mcg) frente aos isolados encontrados.
Foram avaliadas 150 amostras, sendo 60 do piso das pocilgas (amostras ambientais) e
90 de superficies de carcacas. Das amostras ambientais, 38% (23/60) foram positivas
para Salmonella spp., sendo 53% (16/30) antes da higienizacdo e 23% (7/30) apds a
higienizacdo. Em relacdo a amostragem de carcagas, 21% (19/90) foram positivas para
Salmonella spp., sendo que o ponto de coleta na sangria apresentou maior positividade
(46,7%), seguido pelo chuveiro final (16,7%), até ndo se obter nenhum isolamento ap6s
o resfriamento das carcagas. O acido peracético, nas duas concentracoes, teve acdo em
todos os tempos de exposicdo, enquanto a amonia quaternaria 0,5%, em todos os
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tempos, apenas para 26,9% dos isolados, enquanto 19,2% foram resistentes com 5
minutos de exposicdo, 23% com 10 minutos e 30,7% em todos os tempos de exposicao.
Nos ensaios com antimicrobianos, 48% das amostras apresentaram multirresisténcia,
com os maiores indices para Lincomicina (100%), amoxicilina (80%) e cloranfenicol
(40%). Todas as amostras foram sensiveis a enrofloxacina. Devido a dificuldade para
controlar Salmonella nos rebanhos suinos, se torna imprescindivel manter o controle
das operacoes de abate, dos procedimentos de higiene e desinfeccdo, e da qualificacdo
dos empregados, a fim de reduzir a presenca de Salmonella spp. a niveis aceitaveis ou
eliminad-la, com o intuito de fornecer produtos de origem suina seguros para os
consumidores. Da mesma forma, o monitoramento do perfil de sensibilidade aos
antimicrobianos utilizados frequentemente na producao de suinos é fundamental para
tomar decisdes quanto ao uso correto destes medicamentos.

TERMOS DE INDEXACAO - Salmonella spp., antimicrobianos, sanitizantes, abate de
suinos.

INTRODUCAO

A carne suina é a fonte de proteina animal mais produzida e consumida no mundo.
O Brasil é o quarto maior produtor e exportador mundial e a cadeia produtiva da
suinocultura representa uma importante base econémica para o pais (ABPA 2017).
Porém, algumas dificuldades sdo encontradas pelo setor, como a presenca de Salmonella
spp. nos rebanhos suinos, permitindo que ocorra a transmissao do patégeno ao longo da
cadeia, culminando na presenca deste nas plantas frigorificas e carcacas suinas,
tornando-se um fator de risco a saude publica (Kich et al. 2015).

A Salmonella spp. é uma das principais causas de infec¢do alimentar no mundo
todo, possuindo varias fontes de contaminacdo e, dentre estas, a carne suina,
considerada um importante veiculo de transmissdo (CAC 2016).

As principais formas de contaminacdo das carcacas suinas por Salmonella spp.
ocorrem com a entrada de animais portadores no frigorifico, que excretam a bactéria
através das fezes, contaminando o ambiente e outros suinos, bem como as falhas no
abate, podendo ocorrer extravasamento do contetido fecal e consequente contaminac¢ao
da carcaca (Botteldorne et al. 2003, Rostagno et al. 2003).

Para garantir a producado de alimentos seguros um programa de higienizacao bem
estruturado é fundamental, incluindo as etapas de limpeza e desinfeccdo. A desinfeccdo
é realizada através da aplicacao de sanitizantes em todo o ambiente industrial, incluindo
os equipamentos, a fim de reduzir a niveis aceitaveis a quantidade de microrganismos
presentes (CAC 1999). No entanto, o uso continuo e intermitente de sanitizantes em
doses subletais pode levar ao desenvolvimento da resisténcia bacteriana frente a essas
substancias quimicas (Riazi et al. 2011; Spinosa et al. 2018).

A resisténcia bacteriana a antimicrobianos vem aumentando consideravelmente ao
longo dos anos, principalmente devido ao uso inadequado de antibi6ticos na medicina
humana e veterindria, assim como a utilizacdo desses na forma profilatica e como
aditivos alimentares em ra¢oes animais (Quinn et al. 2011; FAO 2016). Assim, torna-se
indispensavel realizar o monitoramento do perfil de sensibilidade dos antimicrobianos
mais comumente utilizados na suinocultura a fim de tracar estratégias para reduzir a
ocorréncia de resisténcia bacteriana.

Este trabalho tem como objetivo detectar a presenca de Salmonella spp. em
diferentes pontos no abate de suinos e a acdo de antimicrobianos e sanitizantes
utilizados comumente na suinocultura frente a estes isolados.
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MATERIAL E METODOS

Coleta de amostras

As coletas foram realizadas em um frigorifico sob Inspecdo Federal no estado do
Rio Grande do Sul, com abate médio didrio de 1670 suinos, nos meses de setembro e
outubro de 2017, em dias e horarios aleatorios, totalizando 10 lotes provenientes de
diferentes produtores. As amostras ambientais foram realizadas nos seguintes pontos:
pré-higienizacdo (piso da pocilga de espera apds a saida dos animais) e apds a
higieniza¢do (antes da entrada de um novo lote). Em relagdo a amostragem de carcacas,
as coletas foram realizadas nos seguintes pontos: carcaca na mesa de sangria; carcaca
apo6s chuveiro final de lavagem e carcaca apds o resfriamento por 18 horas até atingir
72C. No total foram 5 pontos de amostragem, coletados em triplicata.

Os animais selecionados haviam permanecido em descanso nas pocilgas ja
amostradas, e as mesmas carcagas eram avaliadas nos diferentes pontos de coleta.

As pocilgas foram amostradas em trés pontos (entrada, parte central e ao fundo
das mesmas), sendo cada ponto formado por um pool de 4 swabs com um molde de area
de 100cm?, totalizando 400cm? por amostra. O processo de higienizacdo didrio das
pocilgas compreende a lavagem com d4gua sob pressio a temperatura de
aproximadamente 45°C e aplicagcdo de acido peracético 0,5% por periodo minimo de
contato de 15 minutos ao finalizar o processo.

Trés carcacas de cada lote foram selecionadas aleatoriamente e amostradas com
swabs (100cm? por 4area) no pernil, lombo, barriga e papada, em um pool de 4 swabs por
amostra, totalizando 400cm? por carcaga, conforme indicado pela Circular n® 130/2007
/CGPE/DIPOA. Os pools de swabs foram adicionados a agua peptonada 1% (Merck) e
encaminhados para o Laboratério de Bacteriologia e Micologia Veterinaria do Hospital
Veterinario da Universidade de Passo Fundo para realizacdo das analises. As carcacas
que estavam sendo amostradas e que por algum motivo fossem desviadas para o
Departamento de Inspecao Final, eram descartadas as amostras ja realizadas e escolhida
outra carcaga para amostragem.

Isolamento de Salmonella spp.

O isolamento de Salmonella spp. foi realizado conforme descrito pela ISO
6579:2002. Inicialmente as amostras foram incubadas a 37+£1°C por 18+2 horas, ap6s
foram repicadas nos caldos seletivos Tetrationato (Himedia)(incubacao a 37+1°C por
24+3 horas) e Rappaport-Vassiliadis (Acumedia)(incubac¢do a 41,5+1°C por 24+3 horas).
Ap6s, foi realizado o plaqueamento seletivo em agar XLD (Himedia) e BPLS (BD Difco) e
incubadas novamente. As col6nias com apresentacdo sugestiva de Salmonella foram
submetidas as provas de TSI (Oxoid), LIA (Himedia), SIM (BD BBL), caldo ureia
(Laborclin) e sorologia com soro polivalente anti-O (Probac). Das 42 amostras
confirmadas como positivas para Salmonella spp. foram selecionados 26 isolados para
avalia¢do da eficacia dos sanitizantes e teste de sensibilidade a antimicrobianos.

Teste de eficacia de sanitizantes

O teste de eficacia dos sanitizantes foi realizado conforme descrito na Portaria
N°101 do MAPA (BRASIL 1993). Os sanitizantes utilizados na avaliacdo sao utilizados
rotineiramente nas industrias de alimentos e nas concentracdes conforme descrito a
seguir: amonia quaternaria 0,5% (principio ativo: cloreto de alquil dimetil benzil amo6nio
e cloreto de alquil dimetil etilbenzil 10%); acido peracético 0,5% e acido peracético
1,0% (principio ativo: acido peracético 15% e perdxido de hidrogénio 22%).



Os sanitizantes foram diluidos em agua destilada estéril e, para cada concentragao,
foram distribuidos 9mL por tubo de ensaio. Imediatamente antes de iniciar o ensaio, foi
adicionado em cada tubo contendo sanitizante, 1mL de leite UHT autoclavado, utilizado
como fonte de matéria organica.

Os isolados de Salmonella spp. foram inoculados em tubos contendo BHI (Oxoid) e
incubados por 20 horas a 37+1°C. Ap6s, foram diluidas em dgua peptonada 0,1% até 10-2
e desta diluicao adicionados 0,1mL aos tubos contendo o sanitizante, homogeneizando-
se a amostra e cronometrando-se os tempos de exposicao (5, 10, 15 e 20 minutos). Apés
cada periodo, aliquotas de 10uL foram alcadas para novos tubos contendo caldo BHI e
incubadas a 37+1°C por 96 horas. Apo6s o periodo de incubagdo, foram consideradas
positivas as amostras com presenca de turvacdo, formacdo de pelicula na superficie ou
de precipitado no fundo dos tubos. A confirmacao das amostras consideradas positivas
foi realizada através de repique em placas de XLT4 (Himedia) incubadas por 20 horas a
37+1°C.

Teste de sensibilidade a antimicrobianos

Para o teste de sensibilidade a antimicrobianos foi utilizada a técnica de disco-
difusdo em agar, conforme descrito pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI 2015). As amostras foram inoculados em tubos contendo BHI e incubadas por 20
horas a 37+1°C. Apés, foram realizadas diluicGes até a obtencdo de uma suspensao
bacteriana com turvacio equivalente a escala 0,5 de MacFarland. Com auxilio de um
swab estéril realizou-se a semeadura em Agar Mueller-Hinton (Acumedia) e apés 10
minutos os monodiscos (Sensifar, Sensibiodisc, Sensidisc) foram distribuidos sobre as
placas e incubadas por 20+2 horas a 37%1°C. Foram testados os seguintes
antimicrobianos: enrofloxacina 5mcg, florfenicol 30mcg, amoxacilina 10mcg, cefaclor
30mcg, lincomicina 2mcg, azitromicina 15mcg, doxiciclina 30mcg e cloranfenicol 30mcg.

RESULTADOS E DISCUSSAOQ
Isolamento de Salmonella spp.

Foram avaliadas 150 amostras, sendo 60 do piso das pocilgas (denominadas
amostras ambientais) e 90 de superficies de carcacas no abatedouro avaliado. Das
amostras ambientais, 38% (23/60) foram positivas para Salmonella spp., sendo 53%
(16/30) antes da higienizacdo e 23% (7/30) apo6s a higienizagdo. Em relagdo a
amostragem de carcacas, 21% (19/90) foram positivas para Salmonella spp., sendo que
o ponto de coleta na sangria apresentou maior positividade (46,7%), seguido pelo
chuveiro final (16,7%). Destaca-se que ap6s o resfriamento ndo se observou
positividade para Salmonella nas carcagas amostradas (Quadro 1).

A presenca de Salmonella spp. é frequentemente relatada em abatedouros de
suinos, havendo varia¢des na prevaléncia entre os frigorificos principalmente devido as
diferencas no processamento, praticas de higiene, pessoal qualificado, dias de coleta e
quantidade de suinos contaminados que chegam para o abate (Botteldoorn et al. 2003,
De Busser et al. 2011, Mannion et al. 2012, Corbellini et al. 2016, Ferrer-Savall et al.
2016).

Foi observado que 53% das amostras de pocilgas antes da higienizacao estavam
contaminadas, indicando que suinos excretando Salmonella spp. previamente ao abate
podem ser fonte de contaminacdo do ambiente de espera e, consequentemente dos
demais animais no mesmo local, aumentando assim a ocorréncia da bactéria na pele dos
suinos nas etapas iniciais do abate e, caso a operacdes posteriores ndo sejam realizadas
corretamente, ndo ocorrera reducdo na carga microbiologica dessas carcacas.
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Quadro 1 - Deteccao de Salmonella spp. em pocilgas e na superficie de carcacas em
diferentes pontos do processamento de abate de suinos.

Lote Lote Lote Lote Lote Lote Lote Lote Lote Lote

Pontos de Coleta 1 2 3 4 5 6 . 3 9 10 Positividade
Pocilga
Antes da
(V)
higienizacio 13) | 03) 2(3) 33) | 03) 23 23) | 13) 2(3) 3(3) 53% (16/30)
Apés 0
higienizacio 03) | 03) 03 33|03 03 o003 |03 33 1(3) 23% (7/30)
Sub total 1 0 2 6 0 2 2 1 5 4 38% (23/60)
Carcacgas

Mesadesangria 0(3) | 1(3) 0(3) 0(3) | 33) 3(3) 23) | 23) 2(3) 1(3) | 46,7%(14/30)

Apés chuveiro 03) | 03) 0(3) 0(3) | 13) 3(3) 1(3) | 03) 0(3) 0(3) 16,7% (5/30)

final
Apés o
resfriamento 03) | 0(3) 03 03|03 03 03] 03 03 0(3) 0%(0/30)
TOTAL 0 1 0 0 4 6 3 2 2 1 21% (19/90)

A pocilga de espera é considerada a principal fonte de contaminacdo de Salmonella
Spp. para carcacas no abate (De Busser et al. 2011, Kich et al 2011, Arguello et al. 2012).
Segundo Rostagno et al. (2003), um tempo minimo de 30 minutos de exposicao frente a
esta bactéria seria suficiente para ocorrer a contaminacdo entre suinos. Estabelecer um
periodo de descanso aos animais quando estes chegam ao frigorifico é essencial para
reduzir o estresse causado durante o transporte, trazendo beneficios em termos de bem
estar e qualidade da carne. O Programa Nacional de Abate Humanitario de Suinos,
indicado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, preconiza um
periodo de descanso de 2 a 4 horas. No frigorifico avaliado os suinos permaneceram em
descanso por no minimo 3 horas, periodo determinado pela Inspe¢do Federal local, o
que pode ter influenciado a positividade de 53% nas pocilgas ap6s a saida dos animais.
Este resultado esta em concordancia com os 46% de positividade relatado por De Busser
(2011), e inferior ao citado na Irlanda (82,9%), (Walia et al. 2017), Bélgica (100%)
(Botteldoorn et al. 2003) e Espanha (87,5) (Arguello et al. 2012). Essa menor
prevaléncia encontrada pode estar relacionada ao fato de que, concomitante com a saida
dos animais, os residuos sdo removidos do piso da pocilga com agua fria sob pressao
(Rostagno et al. 2003).

Apesar da reducdo de 53% para 23% de amostras positivas para Salmonella spp.
apo6s a higienizagdo das pocilgas, esta etapa nao foi suficiente para eliminar o risco de
contaminacdo ambiental para os proximos lotes de suinos. Arguello et al. (2012)
obtiveram mais de 60% de positividade de amostras de pocilgas apds higienizacao e
Kich et al. (2011), 90%, mostrando a ineficiéncia dos protocolos de higienizacao,
levando em consideracdo as caracteristicas estruturais dos pisos das pocilgas, que
geralmente sdo rugosas, com presenca de fissuras e orificios que dificultam a
higienizacdo e a penetracdo dos sanitizantes, assim como falhas operacionais na diluicao
e aplicacdo dos detergentes e sanitizantes (Arguello et al. 2012, Walia et al. 2017). A
presenca de Salmonella spp. nas pocilgas apds a higienizacdo, neste estudo, pode estar
relacionada ao fato de nao haver uma etapa de aplicacdo de detergentes, uma vez que
apenas a lavagem com agua sob pressao nao seria suficiente para eliminacao da bactéria
(Walia et al. 2017). Além disso, também ha relatos de que o acido peracético possui
baixo desempenho em superficies com fezes (McLaren et al. 2011, Gosling et al. 2017).
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Nas amostras de carcacas oriundas da mesa de sangria verificou-se 46,7% de
contaminacgdo, similar aos 43% encontrados por Corbellini et al. (2016) e aos 40,6%
citados por Zhou et al (2018). Por ser a primeira etapa do abate, a presenca de
Salmonella spp. na superficie das carcacas na sangria pode ser influenciada pela
higieniza¢do das pocilgas e pela carga bacteriana dos suinos, derivada da contaminacado
cruzada (Zhou et al 2018).

No entanto, uma reducao no isolamento de Salmonella spp. pode ser observado nas
carcagas apoés a passagem pelo chuveiro final, reduzindo a contaminacao de 46.7% para
16,7%. Brustolin et al. (2014), ao avaliar a eficiéncia da lavagem de carcacas com agua
pressurizada, observou que agua sob pressao de 8 BAR reduziu significativamente a
presenca de Salmonella nas carcagas. No presente estudo, a reducdo de contaminacao
verificada apds a passagem pelo chuveiro final pode estar relacionada a pressdo de agua
de 6 BAR utilizada no chuveiro final.

Nao houve isolamento de Salmonella spp. nas carcacas apdés a etapa de
resfriamento a 72C. Esse resultado pode ser atribuido a dois fatores que podem reduzir a
concentracdo de Salmonella a niveis nao detectaveis, como a baixa temperatura e a
reducdo na atividade de agua devido ao fluxo de ar continuo na camara de resfriamento
(Arguello et al. 2012).

Teste de eficacia de sanitizantes

Nas amostras avaliadas, tanto o acido peracético 0,5% como 1,0% mostraram agdo
sobre Salmonella spp. Beltrame et al. (2012), testando amostras de Salmonella
Choleraesuis, Machado et al, (2010) ao avaliarem S. Enteritidis, S. Typhimurium e S.
Bredeney, e Colla et al. (2012) ao testarem isolados de Salmonella Heidelberg utilizando
acido peracético a 1% e a mesma metodologia utilizada neste trabalho também
mostraram a a¢ao do acido peracético frente a esta bactéria.

Estes resultados podem ser atribuidos ao fato deste produto possuir melhor acdo
quando testado em bactérias em suspensao (Kich et al. 2004, Ziech et al. 2016, Ifiiguez-
Moreno 2018). Outra questao é que se avaliou uma concentracao superior a indicada
pelo fabricante, mas a realmente utilizada na rotina da indudstria avaliada. Colla et al.
(2014), ao avaliarem Salmonella spp. isoladas de carcagas suinas utilizando acido
peracético a 0,5%, mostraram melhor acdo deste sanitizante a partir dos 10 e 15
minutos de exposicdo, com 94,6% e 97,3% de eficiéncia, respectivamente.

Quanto a amonia quaternaria 0,5%, dos 26 isolados avaliados, apenas 26,9%
(7/26) foram sensiveis a todos os tempos de exposicdo. Beltrame et al. (2012),
utilizando concentracdo de 0,6% por no minimo 2 minutos de contato, obtiveram
eficiéncia de 100% ao submeter Salmonella Choleraesuis a amonia quaternaria, bem
como as amostras de Salmonella Heidelberg testadas por Colla et al. (2012), isoladas em
2005, utilizando a concentragdo de 0,5%.

Em relacdo as amostras que apresentaram resisténcia a amoénia quaterndria
(Figura 1), 5 (19,2%) foram resistentes com 5 minutos de exposi¢do e 6 (23%) com até
10 minutos de exposicao. Essa variacdo também foi encontrada por Colla et al. (2012),
na qual amostras de Salmonella Heidelberg isoladas em 2009 apresentaram 33% de
resisténcia com 5 minutos de contato e 16,6% com 10 minutos de contato a amonia
quaternaria 0,5%. Oito isolados (30,7%) foram resistentes a todos os tempos de
exposicao.

A presenca de matéria organica diminui a eficiéncia biocida dos compostos de
amonia quaternaria, mesmo para aqueles da quinta geracdo, que apresentam maior
tolerancia a carga organica (Kich et al. 2004, Ifiiguez-Moreno 2018). No entanto, 26,9%
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dos isolados avaliados foram sensiveis a amonia quaternaria, mostrando que a eficiéncia
ndo foi totalmente reduzida pela presenca da matéria organica. Essa variacdo entre
isolados sensiveis e resistentes pode estar relacionada ao aumento na incidéncia de
cepas de Salmonella spp. resistentes a amdénia quaterndria (Cardoso et al. 2008, EFSA
2009, Machado et al. 2010, Colla et al. 2012, Hegstad et al. 2016, Stefani, et al 2018).

Figura 1: Perfil de resisténcia de isolados de Salmonella spp. em abatedouro de
suinos frente ao sanitizante amoénia quaternaria 0,5%.

®m Amostras resistentes ™ Amostras sensiveis

Tempo de Exposi¢do (min)

A resisténcia de microrganismos aos desinfetantes pode ser intrinseca, relacionada
as caracteristicas estruturais, como a parede celular nas bactérias Gram negativas e a
capacidade de eliminacdo do sanitizante através de bombas de efluxo, ou adquirida,
através de mutagdes cromossOmicas ou transferéncia de plasmidios e transpdsons (Levy
2002, EFSA 2009, Di Stasi & Barros 2012, Hegstad et al. 2016).

Compostos de amonia quaterndria sio amplamente utilizados na industria de
alimentos devido a sua acdo nao agressiva e atividade residual (Collins & Huey 2015,
[fiiguez-Moreno et al. 2017, Iiiguez-Moreno et al. 2018, Spinosa et al. 2018). No entanto,
baixas concentragdes residuais que permanecem no ambiente ap6s a utilizagdo, assim
como a exposicdo multipla e frequente, podem levar a um aumento na pressao de
selecdo quanto a resisténcia dos microrganismos aos desinfetantes (Randal et al. 2007,
EFSA 2009, Hegstad et al. 2016).

Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

No que se refere ao teste de sensibilidade aos antimicrobianos, 48% dos isolados
apresentaram padrao de multirresisténcia, ou seja, foram resistentes a 3 ou mais classes
de antibidticos conforme critério da National Antimicrobial Resistance Monitoring System
(FDA 2013). (Quadro 2).

Em relagdo aos principios ativos, 100% dos isolados foram resistentes a
lincomicina e 80% a amoxacilina. Resultados semelhantes foram encontrados por
Guimardes (2010) ao avaliar isolados de salmonela provenientes de granja de
terminacdo de suinos e abatedouros, no qual todas as amostras foram resistentes a
lincomicina e 83,7% a amoxacilina.

A lincomicina é utilizada com frequéncia na suinocultura, tanto como aditivo
alimentar em racdes quanto terapéutico para infeccdes gastrointestinais e respiratérias
(Pyorala et al. 2014). A amoxicilina possui um amplo espectro de uso farmacéutico para
suinos, principalmente por apresentar boa absor¢ao no trato digestorio facilitando a sua
aplicagdo via ra¢do ou agua (Spinosa et al. 2018).



29

Quadro 2: Padrao de resisténcia por grupos de antimicrobianos, numero de
isolados resistentes e perfil de resisténcia aos antimicrobianos de isolados de
Salmonella spp. em abatedouro de suinos.
Perfil de resisténcia aos
Antimicrobianos

FLF, CLO, AMO, LIN, DOX 6 1
FLF, CLO, AMO, LIN, AZI
FLF, CLO, AMO, LIN
AMO, LIN, DOX, CLO
AMO, CFC, LIN, AZI
AMO, CFC, LIN

AMO, LIN, DOX

AMO, LIN

LIN 4
FLF - florfenicol; CLO - cloranfenicol; AMO - amoxacilina; CFC - cefaclor; LIN - lincomicina; AZI
- azitromicina; DOX - doxiciclina.

Neste trabalho 40% das amostras foram resistentes ao cloranfenicol. Existem
variagdes na resisténcia em isolados de carcacas suinas, linfonodos mesentéricos e
conteddo intestinal, variando de 25,6% (Colla et al. 2014) até 70% de resisténcia (Filho
2014). O uso veterinario de cloranfenicol esta proibido no Brasil desde 2003 (BRASIL
2003), no entanto, nao foi visualizada uma reduc¢do nos indices de resisténcia ao
antimicrobiano, possivelmente pelo fato que a resisténcia ao cloranfenicol é codificada
pelo mesmo gene que induz resisténcia ao florfenicol (Meunier et al. 2003, Nogrady et al.
2005). Essa relagdo pode ser verificada no presente estudo, pois nove isolados
apresentaram resisténcia muitua para ambos os fenicéis, sendo que apenas um isolado
apresentou resisténcia apenas para o cloranfenicol.

Ap6s a proibicao do cloranfenicol, um analogo fluorado, o florfenicol, passou a ser
amplamente utilizado na medicina veterindria em todo o mundo (Arcangioli et al. 2000,
Meunier et al. 2003), sendo indicado principalmente para infec¢des respiratorias e
diarreias, incluindo casos de salmonelose, continuando com a pressdo de resisténcia
frente a essa classe de antibidticos. Das amostras avaliadas, 36% apresentaram
resisténcia ao florfenicol, um indice alto se comparado ao citado por Palhares et al.
(2014), com 1,67% de resisténcia ao avaliar amostras de Salmonella isoladas em
amostras de agua de um rio proximo a sistemas de criacdao de suinos no sul do Brasil.

Observou-se 36% dos isolados resistentes a doxiciclina. Palhares et al. (2014)
obtiveram 13,33% de resisténcia enquanto Mahmoud et al. (2018) encontraram 70% de
resisténcia em sorovares isolados de carcagas de frangos. Quanto a azitromicina, 8% dos
isolados foram resistentes e valores de 16,19% foram encontrados por Kuang et al.
(2015), ao avaliar cepas de Salmonella isoladas de swabs retais de suinos em fase de
criagdo na China, e 15.4% por Elkenany et al. (2018) em amostras de frangos.

Em relagdo ao cefaclor, 16% das amostras foram resistentes, sendo que ao avaliar
isolados de Salmonella em linguicas frescais de carne suina, Miirmann et al. (2009) e
Spricigo et al. (2008) ndo encontraram nenhuma cepa resistente ao cefaclor. No entanto,
Castagna et al. (2001) citaram 3% das amostras isoladas de linfonodos mesentéricos e
conteudo intestinal de suinos apresentando resisténcia a este principio ativo.

Nenhum isolado apresentou resisténcia a enrofloxacina, como também
evidenciado por Mathole et al. (2017), ao testarem isolados de Salmonella provenientes
de produgdes de suinos, aves e cabras. Ha citagdes de resisténcia reduzida frente a esse

Grupos de antimicrobianos | N2 de isolados resistentes
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farmaco, como Palhares et al. (2014), com 0,56%, Ziech et al. (2016) com 3% e Sisak et
al. (2006) com 6,7%. No entanto, Colla et al. (2014) obtiveram 61,5% dos isolados de
carcacgas de suinos resistentes a enrofloxacina, assim como 74,4% citados por Guimaraes
(2010).

A enrofloxacina é um dos principais medicamentos utilizados em suinos,
principalmente por possuir excelente acdo sobre bactérias aerdbias Gram negativas
(Giguére et al. 2013). Entretanto, a partir de 2017, este farmaco passou a integrar a lista
de medicamentos a serem monitorados pelo Plano Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes em suinos (Brasil 2017), o que demonstra a importancia em se
monitorar a presenga de cepas resistentes a esse medicamento.

Alguns autores sugerem que a exposicdo continua de patégenos a desinfetantes,
como a amoOnia quaterndria, podem levar a um aumento na incidéncia da resisténcia a
antibioticos, possivelmente pelo fato de que alguns mecanismos de resisténcia sao
comuns a biocidas e antimicrobianos (Randal et al. 2004, Carson et al. 2008, EFSA 2009,
Hegstad et al. 2016). Essa observagdo pode ser sugerida no nosso estudo, pois amostras
que foram suscetiveis a amonia quaterndria também apresentaram resisténcia a um
ndmero menor de antimicrobianos. (Quadro 3)

Quadro 3: Pontos de isolamento de Salmonella spp. e acao de sanitizantes e
antimicrobianos frente a estas amostras.

Resisténcia a amonia Perfil de resisténcia aos
Amostra Ponto de coleta ‘o o .
quaternaria antimicrobianos

1A1 Pocilga pré-higienizacao R p3*
2C3 Carcaca mesa sangria R (5") P1*
3A3 Pocilga pré-higienizacao R (5',10") p2*
4A1 Pocilga pré-higienizacao R (5',10") P1*
4B3 Pocilga p6s-higienizagdo R (5',10") P1*
5D1  Carcaga ap0s chuveiro final R P9
6A2 Pocilga pré-higienizacao R (5',10") P3*
6C3 Carcaga mesa sangria R (5") P5*
6D1  Carcaga ap0s chuveiro final R P6*
6D3  Carcaga ap0s chuveiro final R pP6*
7A1 Pocilga pré-higienizacdo R -

7A2 Pocilga pré-higienizacao R (5',10") P8
7C2 Carcaca mesa sangria R (5',10) P7*
7C3 Carcaca mesa sangria S P6*
7D2  Carcaga apds chuveiro final R pP1*
8A2 Pocilga pré-higienizacao R P9
8C3 Carcaca mesa sangria R (5") P1*
9A1 Pocilga pré-higienizacao S P8
9A3 Pocilga pré-higienizacao S P8
9B1 Pocilga p6s-higienizacio S P8
9B3 Pocilga p6s-higienizacao S P8
9C3 Carcaca mesa sangria R P1*
10A1 Pocilga pré-higienizacao R (5',10") P9
10A2 Pocilga pré-higienizacao R (5',10") P4*
10B2 Pocilga pds-higienizacao S P9

10C3 Carcaca mesa sangria S P8
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R: resistente, S: sensivel, R (5'): resistente apenas a 5 minutos de exposicao, R (5',10"):
resistente a 5 e 10 minutos de exposigao.

* Isolados considerados multirresistentes por apresentar resisténcia a 3 ou mais classes
de antibioéticos.

- Amostra ndo avaliada quanto a resisténcia a antimicrobianos

CONCLUSOES

Devido a dificuldade para controlar Salmonella spp. nos rebanhos suinos, se torna
imprescindivel manter o controle das operag¢des de abate, dos procedimentos de higiene
e desinfeccao, e da qualificacdo dos empregados, a fim de reduzir a presenca de
Salmonella spp. a niveis aceitaveis ou elimina-la, com o intuito de fornecer produtos de
origem suina seguros para os consumidores. Da mesma forma, o monitoramento do
perfil de sensibilidade aos antimicrobianos utilizados frequentemente na producao de
suinos é fundamental para tomar decisdes quanto ao uso correto destes medicamentos.
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4 CONCLUSOES

Avaliar os pontos de contaminacdo por Salmonella spp. nas diferentes etapas do
processamento de abate ¢ fundamental para cada frigorifico poder tracar suas estratégias de
controle, assim como reforcar o monitoramento dos pontos considerados de risco, com 0
objetivo de no final do processo fornecer alimentos seguros para os consumidores. Neste
sentido, com os resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que:

a) Os procedimentos de abate foram capazes de reduzir a contaminacéo superficial de
Salmonella spp. nas carcacas, passando de 46,7% amostras positivas na sangria para 16,7%
apos o chuveiro final, até a bactéria ndo ser mais detectada apds o resfriamento.

b) O acido peracético 0,5% e 1% é eficiente contra Salmonella spp. nos testes em
suspensdo e a amodnia quaternaria possui acdo reduzida frente a Salmonella spp., ao utilizar
a concentracao 0,5% e em tempo de exposi¢éo inferior a 10 minutos.

c) Em relagdo ao teste de sensibilidade aos antimicrobianos, 48% dos isoladas foram
multirresistentes, ou seja, resistente a 3 ou mais classes de antimicrobianos.

d) A enrofloxacina apresenta acdo sobre as cepas de Salmonella spp. avaliadas,

podendo seu uso ser indicado para o tratamento de salmonelose em suinos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Por se tratar de um patdgeno de alta relevancia em satde publica, o monitoramento de
Salmonella spp. nas industrias de alimentos é essencial para avaliagdo dos pontos de risco de
contaminag&o, assim como para validagéo dos procedimentos operacionais e de higienizagéo,
certificando, principalmente, a eficiéncia dos sanitizantes utilizados, a fim de garantir a
inocuidade dos produtos finais.

A utilizacdo de antimicrobianos deve ser consciente e cautelosa, tanto em animais
guanto em humanos, tendo em vista 0 aumento na disseminacdo de microrganismos
multirresistentes. Monitoramentos no padrdo de resisténcia de patégenos como a Salmonella
spp. frente a antimicrobianos utilizados com frequéncia na suinocultura deveriam ser

realizados continuamente.
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