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RESUMO

OLIVEIRA, Keily Alves de Moura, D.S., Universidade Federa de Vigosa, Margo de
2006. Prevaléncia de Campylobacter spp. e Enterococcus spp. no ambiente de
criacdo de frango de corte. Orientadora: Regina Célia Santos Mendonca.
Conselheiros: Nélio José de Andrade e Luiz Fernando Teixeira Albino.

Com a crescente preocupagcdo com a seguranca dos alimentos, o controle de
microrganismos como Campylobacter e Enterococcus ainda no nivel de granja é
visto como essencial na reducdo de zoonoses veiculadas pela carne. Os objetivos
deste trabalho foram realizar a caracterizacdo de granjas de criagdo de frango de
corte; avaliar a qualidade microbiol 6gica do ambiente de criacéo de frangos de corte
nos sistemas de criagdo convencional e automatizado, nas estagcbes de inverno e
verdo; avaliar o grau de resisténcia a diferentes antibi6ticos de Campylobacter jejuni
e Enterococcus faecium e E. faecalis e propor mecanismos de controles que
permitam minimizar a contaminagdo e a disseminagdo destes microrganismos entre
lotes e a unidade de abate de modo a impedir que tais problemas atinjam o
consumidor. Constatou-se que néo ocorreu interferéncia da estagdo do ano no grau de
contaminagdo por Campylobacter e Enterococcus dos ambientes nos sistemas de
criagdo convencional e automatizado. Mediante as respostas obtidas nos
question&rios e na avaliacdo visual “in loco” das granjas notou-se que as Mas

condicdes de higiene associada a auséncia de um programa de biosseguranca sdo
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fatores que podem permitir incidéncia de ata contaminacdo por diferentes
microrganismos. N&o foi detectada a presenca de Campylobacter e Enterococcus nas
analises realizadas ap0s o0 periodo de vazio sanitario do galpdo, nos dois sistemas de
criagdo. Observou-se ainda que independente do sistema de criagdo utilizado e
estacdo do ano, foi possivel detectar Campylobacter e Enterococcus ao longo do
periodo de criacdo das aves. Na identificacdo bioquimica, as cepas de Campylobacter
foram identificadas como C. jgjuni. Ja em relacdo as cepas de Enterococcus, 90%
dos isolados foram E. faecium e 10 % E. faecalis. Na avaliacdo do perfil de
resisténcia de C. jgjuni, as maiores percentagens de resisténcia foram observadas
para os antibidticos sulfonamidas, tetraciclina, eritromicina e penicilina. Para as
cepas de Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis a maior percentagem de
resisténcia foi observada para o antibiético penicilina. Os resultados obtidos sugerem
a adocdo de medidas de controle visando reduzir a contaminacdo com estes
patdgenos desde o incubatério, na granja e na industria de processamento, de tal
forma que a criagdo de um programa de treinamento de méao de obra e a adogéo de
boas praticas agropecuérias possa interromper ou minimizar o ciclo de contaminacdo
pelos patdégenos. Sugere-se ainda que novos estudos no Brasil sgam realizados
visando conhecer o perfil de resisténcia destes e de outros microrganismos de
interesse, tanto em animais como humanos a fim de definir estratégias de controle do
consumo de antibi6ticos na producéo animal.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Keily Alves de Moura, D.S., Universidade Federal de Vicosa, March
2006. Prevalence of Campylobacter spp. and Enterococcus spp. in rearing
environment of broiler-farm. Adviser: Regina Cédia Santos Mendonca.
Committee members: Nélio José de Andrade and Luiz Fernando Teixeira Albino.

Last decades, the interest on food safety has grown. Thus, the control of
microorganisms such as Campylobacter e Enterococcus at broiler farm has been
seen as crucial to reduce zoonosis from meat. The aims of this study were to realise
the characterisation of rearing birds broiler farm; to evaluate the microbiological
quality of rearing bird environment from conventional and automated systems in
winter and in summer seasons; to evaluate the sensibility of Campylobacter jgjuni e
Enterococcus faecium e E. faecalis to different antibiotics. It was also to suggest
ways to control for minimising contamination and dissemination by these bacteria
among batch and slaughter units before consumers have been affected. From results
obtained, it was observed that the seasons did not influence in the incidence of
contamination by Campylobacter e Enterococcus on both systems. The answers of
survey applied and also from visual evaluation at broiler farm, it could be noted that
poor conditions of hygienic in association with lack of a biosafety program were
factors that could allow high level of contamination by different micro-organisms.

After al-in-all-out time, on both systems, the presence of Campylobacter e
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Enterococcus was not detected. It was aso observed that their presence was
independent for growth systems or year seasons during rearing birds time. Most of
the isolates from Campylobacter were identified as C. jejuni by biochemical profile.
In relation to the isolates from Enterococcus, 90% were E. faecium and 10 % were E.
faecalis. The resistance profile the most peercentage obtained for resistance were
observed for the following antibiotics: sulfonamide, tetracycline, erythromycin,
penicilin. Whist, the isolates of E. faecium and E. faecalis the highest resistance was
observed for penicilin. From the results obtained It was observed that proper
measures have to take to reduce the contamination by these pathogens from hatchery
to broiler farm and processing industry. Thus, control programmes need to be place
with training of workers and applying Good Agricultural Practice to obstruct or to
minimise by pathogens contamination cycle. It is also suggested that, in Brazil, new
studies have to be done to know about the resistance profile from these and other
important micro-organisms from animals and human being in order to establish

control strategies for antibiotics consume on animal production.
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1. INTRODUCAO GERAL

Ao entrar no século XXI, a humanidade viu expandir um conceito que se
supunha, ja ndo seria mais passivel de qualquer discussdo ou contestacdo: Seguranca
alimentar. A combinacdo do desenvolvimento de pesquisas inéditas com a facilidade
de acesso aos seus resultados permite concluir que, diante das atuais condicoes de
vida do homem, € essencial controlar o que esta sendo consumido como alimento: e
isto significa garantir a seguranca do consumidor.

O Brasil € hoje o terceiro maior produtor e o primeiro exportador mundial de
frangos. Incentivada pelo constante crescimento na producéo de frangos de corte, a
indUustria de abate e processamento experimenta um grande desenvolvimento
tecnolégico, sofisticando seus produtos e disputando cada vez mais os mercados
internacionais. Por isto, cada vez mais o conceito de qualidade total deve ser
compreendido e executado por todos os segmentos da cadeia de producéo de frango
de corte indo, desde o produtor até abatedouro.

A inocuidade dos alimentos de origem animal destinado ao consumo humano
se transformou em um elemento essencial dos debates sobre salide publica tanto em
nivel nacional como internacional A medida que o comércio internacional se
intensifica, a questdo de equivaléncia dos sistemas de seguranca aimentar e dos
métodos e técnicas usadas para avaliacdo dos riscos aimentares tém crescido em

importancia.



Tradicionalmente, a preocupacdo basica em matéria de seguranca alimentar
se centrava na eventual presenca de residuos quimicos presentes no meio ambiente,
de medicamentos ou outros agentes toxicos susceptiveis de acimulo nos tecidos
animais. Todavia, recentes descobertas de patdgenos microbianos indcuos aos
animais, mas nocivos ao homem, mudaram esta perspectiva. Microrganismos como
Campylobacter, Enterococcus entre outros constituem exemplos destes patdgenos
emergentes. Além de causar transtornos digestivos agudos as pessoas afetadas,
alguns destes patdgenos causam efeitos crénicos de longa duragdo. A contaminacdo
das aves por tais patdégenos se da por exposicdo horizontal direta ou indireta. A
intensificacdo da producdo avicola, associada a maior densidade de criacdo e a
mecanizacao dos sistemas produtivos inerentes ao elevado rendimento que exige o
mercado, muito competitivo, contribuiram para elevar as taxas de contaminacéo das
aves. O controle de patégenos ainda no ambiente da granja é visto como o principio
de acOes essenciais na reducdo da mortalidade devido a zoonoses veiculadas pela
carne.

Atualmente a maior ocorréncia de episddios mundiais que amedrontam e
intimidam o consumo de produtos alimenticios de origem animal, marcam a
necessidade de implantacdo de um programa de rastreabilidade na industria avicola.
A tendéncia dos importadores é crescente no que se refere ao enquadramento do
exportador nas regras internacionais relativas a Alimentos Seguros. Portanto, a
seguranca aimentar implica no desenvolvimento de um novo conceito: o0 da
rastreabilidade - muito mais amplo do gque se imaginava a principio, pois deixou de
ser aplicado a partir da industria (como ja era comum), passando a estender-se do
"campo a mesa', desde os processos iniciais de producdo da matéria-prima do futuro
aimento, ou sga, integrou o produtor primério (criador) a cadeia produtiva,
passando a co-responsabilizé-lo pela qualidade do produto final.

Portanto, nas circunstancias atuais, a adogdo de medidas de controle prévias e
posteriores ao abate das aves podera ser de grande valor para aindistria avicola, pois
permitira a reducdo da contaminagdo por patdgenos, evitando que produtos

contaminados cheguem até o consumidor.



2. OBJETIVOS GERAIS

Os objetivos deste trabalho foram:

v Verificar que fatores no ambiente de criagdo de aves sdo mais relevantes na
preval éncia da contaminagdo microbiana;

v" Propor mecanismos de controles que permitam minimizar a contaminacéo e a
disseminacdo desta etiologia entre lotes e a unidade de abate de modo a impedir que
tais problemas atinjam o consumidor.

v Avaiar a qualidade microbiolégica de frangos de corte criados em dois
sistemas de criagdo (convencional e automatizado), nas estagbes de inverno e veréo
com relacéo a presenca dos géneros de Campylobacter e Enterococcus,

v’ Identificar a partir dos microrganismos isolados, quais espécies predominam
no ambiente de criagcdo e no lote avaliado, por meio de testes bioquimicos, buscando
caracterizar isolados de Campylobacter jejuni, C. coli, Enterococcus faecium, E.
faecalis;

v' Avadiar o grau de resisténcia a diferentes antibiéticos das espécies

identificadas;



CAPITULO 1

APLICACAO DE MEDIDAS DE BIOSSEGURANCA NA CRIACAO DE
FRANGO DE CORTE

1.1. INTRODUCAO

No mundo atual, globalizado, busca-se cada vez mais conciliar produtividade
com qualidade a partir da reducéo e da eliminacdo de desperdicios, de defeitos e de
ineficiéncia durante o processo produtivo. A contaminacdo de um alimento pode
gerar prejuizos ndo apenas para a empresa envolvida, mas para o setor da atividade
como um todo. Na maior parte dos casos, 0os consumidores ndo estédo aptos a
distinguir os produtos contaminados dos ndo contaminados, optando simplesmente
por ndo adquirir produtos associados ao problema.

As causas dos problemas associados aos alimentos sdo chamadas de perigos e
com certeza 0S microrganismos S0 0S principais responsaveis por eles, existindo
ainda os perigos de contaminagdo fisica ou quimica

As carnes sdo, de modo geral, fontes potenciais de diversos microrganismos
patogénicos que podem levar ao surgimento de doencas, apresentando altos custos
para a sociedade. Por isso, nos Ultimos anos, a industria de carnes tem recebido fortes
pressdes, sobretudo pelo mercado externo, para melhorar a qualidade dos seus
produtos, aumentar a vida de prateleira e obter aceitacdo dos seus produtos pelos

consumidores.



Grande parte da ascensdo da avicultura mundial, especialmente da brasileira,
esta relacionada com os avangos tecnol 6gicos no setor, especialmente nas areas de
genética, de sanidade e de nutricdo que, juntas contribuiram para a evolucdo do setor,
com queda constante dos precos pagos pelos consumidores, viabilizando assim, o
grande crescimento no consumo. Contudo, mesmo com o grande avanco tecnol 6gico
e organizacional da avicultura nas Ultimas décadas, 0 setor ainda se depara com
diversos problemas a serem solucionados.

Atualmente a seguranca alimentar implica no desenvolvimento de um novo
conceito: o da rastreabilidade - muito mais amplo do que se imaginava a principio,
pois deixou de ser aplicado a partir da inddstria como ja era comum, passando a
estender-se do "campo a mesa'. Engloba desta forma desde os processos iniciais de
producéo da matéria-prima do futuro alimento, ou sgja, passou a integrar o produtor
primario ou criador a cadeia produtiva, passando a co-responsabilizalo pela
gualidade do produto final.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o ambiente de criacéo de frangos

de corte nos sistemas de criagdo convencional e automatizado, bem como as

condi¢des de manejo adotadas.



1.2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2.1. Adocdo de medidas de biosseguranca no ambiente de criacdo de frango de
corte

O controle microbioldgico ainda na granja pode ser considerado o principio
de acles essenciais na reducéo da mortalidade devido a zoonoses veiculadas pela
carne. Aves criadas intensivamente sd0 mals propensas a contaminagbes por
patdgenos como Salmonella, Campylobacter, dentre outros (BAILEY et al., 1987).

Agentes infecciosos podem ser introduzidos ou transmitidos as aves por
vériasrotas. A transmissdo direta, que envolve o contato ave-ave, ocorre quando aves
infectadas entram em um lote via contaminacdo de reprodutores ou incubatério. A
transmissdo indireta ocorre quando as aves sao infectadas pelo contato com objetos
contaminados, como veiculos, alimentos ou &gua. Sdo também carreadores
potenciais de enfermidades para as aves. 0 homem que pode carrear microrganismos
nas maos, nas roupas e nos calcados e as aves silvestres, os roedores e 0s insetos
(NESPECA et a., 1997; RUSSA, et a., 2005).

A prevaléncia de patdgenos em animais domésticos como cdes e gatos
também € uma importante fonte de contaminagio para as aves. LOPEZ et al. (2002)
ao avaliarem a prevaéncia de Campylobacter jgjuni em cées e em gatos em Buenos
Aires, detectaram a presenca do microrganismo em ambos animais, sugerindo que
estes podem também atuar como reservatorio de contaminacdo. Os autores ressaltam

ainda que, principal mente, os caes, sdo carreadores assintomaticos, uma vez que, nao



apresentam sintomas clinicos. Outros estudos mostram que cées e gatos podem ter
importante papel na transmisséo de Campylobacter a aves e ao homem (BOURKE et
al., 1998).

A adocdo de medidas de biosseguranca € importante para a prevencdo e
controle de doencas infecciosas. Um programa de biosseguranca na producéo de aves
significa o desenvolvimento e a implementacdo de um conjunto de politicas e de
normas operacionais rigidas que terdo a funcdo de proteger as aves contra a
introducéo de qualquer tipo de agentes infecciosos, sgjam eles virus, bactérias,
fungos e/ou parasitas. Isto € alcancado via manutencdo de um menor fluxo possivel
de organismos biolégicos tais como: virus, bactérias, parasitas, fungos, roedores,
animais silvestres, pessoas, etc (JAENISCH, 1998).

A biosseguridade apresenta basicamente oito componentes que funcionam
COmo uma corrente, ou sgja, 0 sucesso SO serd alcancado quando todos os elos
estiverem firmemente unidos uns aos outros. Cada um destes elos necessita de
permanente manutencdo e revisdo para se evitar pontos de enfraquecimento na
corrente e a conseguente falha na biosseguridade do sistema (ANTUNES, 2004a;
SESTI, 2000). Os componentes bésicos sdo (Figura 1):

v Isolamento total da propriedade para evitar a entrada de qualquer
animal que possa atuar como vetor de transmissao de doencas.

v" Controle e monitoramento do trafego de pessoas, de veiculos e de
egui pamentos.

v Higienizacao e desinfeccdo constante da propriedade.

<

Redlizacdo da quarentena/medicacao/vacinagcdo das aves sempre que
Necessario.

Monitoramento, registro e comunicagao de resultados do plantel.
Erradicacdo de doencas.

Realizacdo de auditoria (técnica e de qualidade).

D N NI NN
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BIOSSEGURIDADE
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& b Trafico f Fluxo
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Figura 1. Cadeia de componentes de um programa de biosseguranca
Fonte: SESTI (2000)

O programa de biosseguranca pode ser dividido em duas etapas (SESTI,
2000; DUPONT, 2004):

1. Biossegurangca Terminal: Tem por objetivo prevenir a introducdo de
microrganismos patogénicos, assegurando assim que cada novo lote ao chegar a
granja encontrard um ambiente completamente limpo e desinfetado. Falhas nas
medidas de biosseguranga fazem com que lotes de aves contaminadas por
microrganismos, necessitem de atencéo especial nos procedimentos de desinfeccao
terminal  (na retirada do lote) para remover possivel infeccdo persistente.
Similarmente, em todos os locais, ha o risco de contaminagdo, portanto, uma efetiva
desinfeccdo terminal € essencial para bloguear o ciclo de contaminacéo no galpéo.

As principais medidas corretivas adotadas na Biosseguranca Terminal sdo:

* Redizacdo de uma efetiva limpeza e desinfeccdo tanto do sistema de
abastecimento de &gua, quanto do sistema de abastecimento de racéo.

@ Remocdo de todo residuo de alimento no sistema de abastecimento de
racéo e silo.

* | impeza e desinfeccdo de todos o0s equipamentos antes da entrada do lote
de frango de corte no galpdo com particular atencdo dada a equipamentos moveis e
areas provaveis de estarem contaminadas.

<@ Uso de tanque de imerséo, para lavagem dos equipamentos.

* Manutencdo dos pisos de concreto em bom estado de conservacéo.



* Revestimento interno do galpdo deve ser liso e impermeavel com conserto
de qualquer buraco em paredes onde animais silvestres possam ter acesso evitando
contaminagoes.

* \igas e equipamentos nos gapdes devem ter superficies horizontais
minimas e bordas que reduzem a deposi¢ao de po.

<@ Todos os cantos e ante-salas devem ser varridos regularmente.

<o Efetiva limpeza e desinfeccdo de todas as areas externas e superficies
adjacentes do gal péo.

<~ Efetivo controle de besouros

< Efetivo controle de coccidia e ovos de larvas.

< Correto “design” do galp&o de forma a prevenir a entrada de roedores e 0
estabelecimento de um programa de controle usando produtos efetivos contra estes
animais.

<@ Remocao de toda vegetacdo nas proximidades do galp&o das aves (e ndo
armazenar equi pamentos proximos ao galpdo para ndo atrair roedores).

* Armazenamento de todo o material usado como cama visando minimizar

umidade e contato com animais silvestres.

2. Biosseguranca Continua: tem por objetivo prevenir a introducdo, a
incidéncia e a expansdo de doencas na granja ao longo do periodo de criagdo das
aves. Na granja sdo feitas varias tentativas para minimizar as infeccfes das aves por
patdgenos. Rotinas do programa de biosseguranca continua levam em consideracéo
0s eventuais problemas de doencas que acontecem em fases diferentes da producéo.
Portanto, varias medidas higiénicas sdo requeridas para uma biosseguranca efetiva
nos galpdes durante a criagéo de aves.

As principais medidas corretivas adotadas na Biosseguranca Continua séo:

< Uso de botas para os funcionérios que trabalham com as aves.

* Remocao de sujeiras visiveis nas botas pelo uso de mangueira e/ou escova
antes da desinfecgéo.

* Providenciar pedillvios para todos os gapdes e abastecé-los com
desinfetantes regularmente.

< Uso de rodolQvios e para assegurar aremocao de todos 0s microrgani smos,
devendo-se usar um produto com efetiva acéo biocida por imersdo das rodas dos

veiculos €/ou borrifamento nas entradas das granjas e areas de carregamento.



< | avar as maos ao entrar e sair do galpéo, especialmente apos lidar com as
aves ou cama.

* Acesso limitado, exclusdo de pessoa que ndo trabalha na granja e controle
de tréfico do local.

<@ Uso de roupas protetoras e de chapéu para todas as pessoas que entrarem
no galpéo.

* Remocdo de carcagas e adequada disposicdo das mesmas em fossas
sépticas ou composteira.

< Sanitizacado da &gua de bebida durante o ciclo de producéo

<@ Protecdo nos gal pdes contra a entrada de animais silvestres

* [impeza imediata de todo o alimento derramado no piso para evitar a
atracdo destes animais.

<@ Acompanhamento da salide do lote

<@ Adocdo de um programa de biosseguranca de forma a evitar contaminagao
cruzada.

Atencdo especial deve ser dada a &gua oferecida as aves. A &gua como
insumo na exploracdo animal é um importante aspecto a ser considerado, uma vez
gue é fundamental para a salde, funcfes vitais e, por conseguinte um dos fatores que
define uma melhor ou pior produtividade avicola. A qualidade da &gua pode aterar
considerando-se 0 seu trgeto, superficial ou subterraneo, ou sga, ao longo do
manancia e também ao longo do tempo. Portanto, é essencial a avaliacdo da
qualidade microbioldgica e fisico-quimica da agua utilizada na producéo animal
visando a prevencao de doencas (BEVILACQUA, 2004).

Praticas adequadas de manejo dos residuos sdo essenciais para que aindistria
avicola cresgca e se desenvolva sob as condi¢cBes de restricdes legais atualmente
existentes. As operagdes de producdo de frangos geram anualmente grande volume
de residuos na forma de esterco, de efluentes, de camas de aves e de aves mortas. De
acordo com Deliberagdo Normativa n°74 de 09 de setembro de 2004 do Conselho de
Politica Ambiental (COPAM, 2004 — Anexo: Listagem de atividades, sub-item: G-
02-01-1 Avicultura de corte e reproducéo) o potencial poluidor/degradador geral da
avicultura de corte até 50.000 aves alojadas é considerado pequeno. Todavia
cuidados devem ser tomados de forma que os residuos das aves, ndo contaminem
corpos de &gua superficiais e subterréneos (COPAM, 2004).
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Segundo SEIFFERT, (2000) as aves mortas devem ser depositadas de forma
ambientalmente segura. A forma de disposicdo mais utilizada é a fossa, em que
depdsitos revestidos com paredes de concreto sdo instalados por meio de escavacdo e
mantidos cobertos no nivel do solo. Estas fossas se ndo bem planegjadas e localizadas,
aumentam as possibilidades de degradacdo do meio ambiente.

Atualmente devido a constante e severa fiscalizacdo ambiental, a disposicéo
efetiva e segura dos regeitos gerados na producdo avicola tornase uma
obrigatoriedade. O uso da compostagem na avicultura de corte tem surgido como um
método simples, ambientalmente seguro e economicamente viavel. Este método
consiste na disposi¢do em camadas de quantidades cal culadas de cama de aviario, de
&gua e de carcaca de aves, realizada em local apropriado, por um periodo de tempo
necess&rio para a conversdo destes materiais em um material organico com
caracteristicas diferentes dos componentes iniciais, ricos em nutrientes, denominado
composto organico (ANTUNES, 2004b).

11



1.3. MATERIAL E METODOS

1.3.1. Coleta de dados

Mediante preenchimento de um questionario apresentado ao proprietario de
cada uma das granjas visitadas foram col etados dados referentes:
v A infra-estrutura - galp&o, acesso e arredores,
v" Aos procedimentos de descontaminagao,
v' Ao mangjo de lotes anteriores g,
v Controle ambiental - roedores e insetos.

O questionario apresentado aos proprietarios das granjas foi elaborado
baseando-se no modelo proposto por PETTON et a. (2001) e mostrado na Tabela 1
abaixo.

Redlizou-se a coleta de dados em um total de 100 granjas. As granjas
avaliadas localizam-se nas regides circunvizinhas a Vigosa (17), englobando
produtores nas cidades de Canad (12), S8 Miguel do Anta (14), Distrito de
Cachoeira de Santa Cruz (12), Séo José do Triunfo (4), Coimbra (17), Cajuri (7),
Ervélia (8) e Paula Candido (9), localizados na Zona da Mata do Estado de Minas
Gerais. O sistema de criacdo adotado pelas granjas € predominantemente do tipo

convencional existindo apenas trés granjas funcionando com sistema automatizado.
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Tabela 1. QUESTIONARIO DE AVALIACAO DAS CONDICOES DE
INFRAESTRUTURA E HIGIENICO-SANITARIO DE GRANJAS
DE CRIACAO DE FRANGO DE CORTE.

Nome da granja Datada coleta:
Localizacdo da granja
Grau de escolaridade:

1- Acesso earredores

a) Qual é adistanciaentre o galp&o estudado e a cidade mais proxima?

b) Qual é a distancia entre o galpdo estudado e a fazenda de aves mais proxima?
c) Hacriacéo de aves nao-comercial ou ornamental na propriedade?

d) Quais os tipos de aves criadas na propriedade em outros galpdes?

€) Ha outras espécies de animais criados na propriedade?

f) Qual € o nimero de galpdes de frango de corte existentes na propriedade?

g) Como € 0 acesso ao silo?

2- Caracteristicas Ambientais

a) Como éfeito o controle ambiental da granja?
b) Como é feito o controle ambiental do galpao?
c) Qual é aestacdo do ano no periodo de coleta dos dados experimentais?

3- Caracteristicas do galpao

a) Qual é aestrutura do galpdo (idade, estado da construcéo e de conservacéo)?
b) Qual é o estado de conservacdo dos equipamentos do sistema de alimentacéo e
sistema de bebida?

c) Qual é o aspecto construtivo externo ao gal pao?

d) Hatransito de veiculos nos arredores do galpao?

€) Qual éotipo e o sistema de ventilagdo utilizado?

f) Ha separacdo em é&rea suja e area limpa no galpao?

i) Ha a presenca de pedilUvio na entrada do gal pao?

4- Cama

a) Ha cama estocada na granja e como é feita a estocagem?
b) Qual é o tipo e origem da cama utilizada?
c) Como é feito 0 manejo da cama (periodicidade)?

5- Procedimentos de limpeza e descontaminacéo do galpéo

a) Quem é responsavel pelalimpeza e desinfeccdo do galpdo?

b) Como é feitaalimpeza do galpdo (Uso de lanca-chamas/ vassouras)?
c) Como é feitaa desinfeccdo do galpéo?

d) Qual é a origem da agua usada na limpeza do galpao?

€) Como é feitaalimpeza e desinfeccdo da area de acesso ao gal pao?

f) Como éfeitaalimpeza e desinfec¢cdo dos ventiladores?

g) A cama é removida antes da limpeza?

h) Como é feita a limpeza e desinfec¢do dos silos?

i) Como é feitaalimpeza e desinfeccdo do sistema de alimentacdo

j) Como éfeitaalimpeza e desinfeccdo do sistema de bebida

I) Como éfeitaalimpezado pediltvio (Tipo de produto usado, freqtiéncia de troca,
quando e onde usado)?

m) Qual é o periodo de vazio sanitario usado na granja avaliada?

6- Caracteristicas dos lotes anteriores

a) Quais os tipos de aves criadas nos |otes anteriores (frangos/outros)?
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b) Qual aidade de abate do |ote anterior?

c) Foi detectada a presenca de microrganismos no lote?

d) Haregistros da ocorréncia de doencas com tratamento, ocorrida nos lotes
anteriores?

7- Condicdes de alojamento das aves

a) Qual a origem dos pintinhos?

b) Como e por quem foi feito o alojamento das aves?

) Qual é o nimero de funcionérios? M&o de obra familiar ou contratada?

d) Foram utilizados roupas e sapatos especificos para pessoas que estavam alojando
as aves?

€) A entrada no galpdo é restrita?

f) Qual afreqliéncia de vinda de funcionério no galpao?

g) Quantas aves foram alojadas?

8- Praticas de alimentacéo e agua de bebida

a) Qual é aorigem daracédo?

b) Qual aforma de alimentacéo utilizada?

¢) Qual o tipo de medicacdo usada na racao (antibi6ticos, promotores de crescimento
e anticoccidiano -dose e nome) e qual aidade das aves quando foram retirados da
ragao?

d) Qual aorigem da &gua de bebida

€) Como é feita a cloracdo da &gua de bebida?

f) Quais os tipos de bebedouro e comedouro utilizados?

9- Administracdo das aves mortas

a) Como é feita a disposi¢do das aves mortas?
b) E feita estocagem de aves mortas?

10- Controle de animais selvagens

a) Foi detectada a presenca de roedores na propriedade?
b) Como éfeito o controle de roedores?
c¢) Utilizam-se inseticidas?

Com base nas respostas obtidas e observagbes feitas em cada granja,
avaliaram-se as condi¢cbes de mango adotadas e a necessidade de se redizar

treinamento com os funcionarios.
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1.4. RESULTADOSE DISCUSSAO

1.4.1. Avaliagdo das condicles de infra-estrutura e higiénico-sanitario dos
galpdes

1.4.1.1. Galp&o convencional

Ao se avdiar as respostas obtidas no questionario apresentado aos
proprietérios das granjas convencionais referente a infraestrutura: galp&o, acesso e
arredores, aos procedimentos de descontaminacdo, manegjo de lotes anteriores e
controle ambiental (roedores, insetos, etc) constatou-se a ocorréncia de varios pontos
de ndo conformidade no processo de higienizagdo do galpdo em 100 % das granjas
pesquisadas.

Observou-se que os galpdes se apresentavam em péssima condicéo de infra-
estrutura, com vazamentos no telhado (30 %), buracos nas paredes e nas telas laterais
(60 %), podendo ser resultante do longo tempo de utilizac&o (aproximadamente 15
anos - 60 %) e a auséncia de reparos periédicos, dado a intensa rotatividade deste
sistema de criagéo.

O acesso de veiculos até os galpbes das aves é fécil, sendo feito por estrada
de terra. Os equipamentos de alimentacéo, de bebida e de ventilacdo utilizados na
criagdo das aves também se apresentavam em mau estado de conservacdo, com
aspecto de sujo.

Foi possivel constatar que em 80 % das granjas convencionais avaliadas, a

area externa do galpédo apresentava com aspecto inadequado, isto &, arredores sujos, e
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guando havia calcamento este apresentava bastante danificado por rachaduras bem
visivels e crescimento de capim nas mesmas.

Na maioria das granjas (60 %) foi constatada a proximidade de &rvores e
arbustos a uma distancia de aproximadamente 30 m do galpdo. Este € um fator
importante a ser considerado, tendo em vista que animais silvestres e outras aves
constituem um foco de contaminagdo para aves a ojadas nos gal pdes.

Em nenhuma das granjas avaliadas pode ser constatada a existéncia de
pedillvio, da mesma forma que em nenhuma delas havia separacéo de &rea suja e
limpa.

A limpeza do galpdo e a retirada da cama é feita por funcionarios da propria
granja. A agua utilizada na limpeza € proveniente geralmente de mina ou poco semi-
artesiano da propria fazenda, sendo a mesma usada para 0 consumo das aves.

A desinfeccdo do galpdo é redizada pela empresa integradora. Inicialmente
na limpeza retira-se a cama, remove-se 0 pd do galpdo com vassouras e procede-se a
sualavagem. A desinfeccdo também é realizada em uma area de aproximadamente 2
— 3 m da entrada do galpdo em frente as portas. A desinfeccéo é feita uma Unica vez,
utilizando-se produtos sanitizantes a base de glutaraldeido e de cloreto de
benzalconio. Os bebedouros e os comedouros ndo sdo desinfetados, sendo somente
lavados com &gua. O silo também ndo é desinfetado, sendo somente varrido
externamente. Na desinfeccdo do chéo € utilizada cal (6xido de célcio).

O vazio sanitario adotado nas granjas foi de aproximadamente 5 a 10 dias,
sendo a variagdo de acordo com a necessidade de alojamento da empresaintegradora.
Os demais galpdes localizados na granja também ficam vazios no mesmo periodo.
BARRO (1994) recomenda um vazio sanitario de aproximadamente 15 dias.

Em 80 % das granjas visitadas, a cama utilizada era de casca de café,
resultante do beneficiamento do café da regido. As demais granjas usavam serragem
originada de serrarias (20 %). O manejo da cama € realizado pelo seu revolvimento
diariamente. Em 60 % das granjas onde haviam aves aojadas, a cama encontrava
emplastada, devido a ata umidade que pode estar associada a presenca de
vazamentos nos bebedouros, a goteiras dentro do galpéo, além da umidade oriunda
das fezes das préprias aves. Nas demais granjas, a cama estava em bom estado, sem
muitaformacgéo de placas (emplastamento).

Em todas as granjas visitadas foi identificada a presenca de outras espécies

animais tais como bovinos, cées, gatos, e animais silvestres. De acordo com BARRO
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(1994) devem ser mantidos afastados das vizinhangas do galp&o, por serem
portadores de doencas aviarias.

Em 60 % das granjas, a mao-de-obra da granja é familiar, sendo composta de
2 a 5 pessoas diretamente envolvidas no trabalho. Ndo ha utilizacdo de roupas e de
botas especiais para os funcionérios da granja. Nao ha restricdo a entrada de pessoas,
sendo que um mesmo funciondrio pode entrar em varios galpées com o mesmo
calcados e roupas.

As aves e aragao farelada sdo fornecidas pela empresa integradora. A ragéo
oferecida é divididaem 3 tipos: inicial (0 - 21 dias), crescimento (22 - 38 dias) e final
(38 até +/- 45 dias). Faz-se 0 uso de promotores de crescimento e de anticoccidiano,
sendo 0s mesmos retirados somente na racdo final. O promotor e o anticoccidiano
utilizados na ragdo inicial sdo avilamicina e nicarbazina, respectivamente. Na racéo
de crescimento € utilizado a virginiamicina e a salinomizina.

A agua de abastecimento da granja € tratada com cloro sendo cedido uma
pedra de cloro pela empresaintegradora (1 pedra/ 1000L de agua).

Em todas as granjas as aves mortas sdo dispostas em fossa proximas a
mesma. Foi informado pelos proprietarios que a disposi¢ao das aves passard a ser em
composteiras, sendo uma exigéncia da empresa integradora. Entretanto, no momento
das visitas, nenhuma granja usava o método de compostagem. Em 50 % das granjas
foi possivel constatar que as composteiras encontravam-se em fase de construcao.
Nas visitas realizadas pode ser observada a existéncia de algumas aves mortas dentro
do galpéo, que ainda ndo tinham sido retiradas.

Em todas as granjas os proprietarios informaram que ha a presenca de
roedores, sendo o controle feito pelo uso deiscas.

1.4.1.2. Galpao automatizado

Ao se avdiar as respostas obtidas para 0 questionario apresentado aos
proprietarios das trés granjas automatizadas, situadas proxima a cidade de Vigosa,
observou-se que todos os galpdes se apresentavam em bom estado de conservacdo
com tempo de construcéo em torno de 6 anos.

O acesso de veiculos até os galpdes das aves é fécil, sendo também feito por

estrada de terra. Em todas as granjas visitadas os equipamentos de alimentacéo e de
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bebida utilizados estdo em bom estado de conservacdo, sendo os comedouros
automati cos e somente em uma granja os bebedouros utilizados sdo do tipo nipple.

A érea externa dos galpfes tinha um aspecto agradavel, sendo os arredores
composto de grama. Ndo havia calcamento externo em nenhuma das granjas.
Também ndo havia em nenhuma dos galples visitados a separacdo de érea suja e
limpa.

Nas granjas automatizadas o sistema de ventilagdo € composto de 18
ventiladores, sendo realizado o sistema tunel. Na entrada frontal dos galpdes ha a
presenca de um pedilGvio.

A limpeza dos gapdes e a retirada da cama sdo feitas por funcionarios da
prépria granja. A égua utilizada na limpeza é proveniente de uma mina na propria
fazenda, sendo a mesma usada para 0 consumo das aves. Ja a desinfeccdo é realizada
pela empresa integradora, sendo 0s mesmos procedimentos usados na granja
convencional.

Em todas as granjas, os bebedouros e os comedouros ndo séo desinfetados,
sendo somente lavados com &gua. Em uma das granjas, o proprietario informou que a
cada dois lotes utiliza-se vinagre na lavagem dos bebedouros. O silo também néo é
desinfetado, sendo somente varrido externamente. Na desinfeccdo do chéo é utilizada
cal (6xido de célcio). O produto usado no pediltvio também é cal (6xido de célcio),
sendo trocado a cada 15 dias.

O vazio sanitario adotado nas granjas foi de aproximadamente 7 dias. A cama
utilizada nas trés granjas era de casca de café originada do beneficiamento do café da
regido.

O manegjo da cama era realizado pelo revolvimento periodicamente (3 - 4
dias). Em uma das granjas a cama se encontrava emplastada, devido a alta umidade
gue pode estar associada a presenca de vazamentos nos bebedouros ou a umidade
oriunda das fezes das préprias aves. Nas demais granjas a cama se encontrava em
bom estado, sem muita formagéo de placas (emplastamento).

Nessas granjas também foi identificada a presenca de outras espécies animais
como bovinos, caes, gatos, e animais silvestres.

A mao-de-obra em uma das granjas é remunerada, composta de 6 pessoas
diretamente envolvidas no trabalho. Nas demais a m&o de obra é familiar, estando 3
pessoas envolvidas no trabalho. N&o h4 utilizagcdo de roupas e botas especiais para os

funcionérios ou pessoas envolvidas no trabalho nas granjas visitadas. Somente em
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uma granja harestricéo a entrada de pessoas, sendo que um mesmo funcionario cuida
somente de um galpdo. Nas demais ndo ha restricdo a entrada de pessoas, sendo que
um mesmo funcionério pode entrar em vérios galpdes com 0 mesmo calcado e
roupas.

O fornecimento das aves, da racdo farelada e o uso de promotores de
crescimento e anticoccidiano séo os mesmos utilizados pela granja convencional.

A &gua de abastecimento da granja € tratada com cloro sendo cedido uma
pedra de cloro pela empresaintegradora (1 pedra/ 1000L de agua).

A disposicdo das aves mortas é realizada da mesma maneira que a da granja
convencional, sendo obtida as mesmas informagdes em relacdo a exigéncia pela
empresa integradora para 0 uso da composteira. Mas no momento das visitas
nenhuma granja usava 0 método novo de composteiras. Todas as granjas se
encontravam em fase de construcéo da composteira. Nas visitas realizadas pode ser
observada a existéncia de algumas aves mortas dentro do galpdo, que ainda ndo
tinham sido retiradas.

Os proprietérios das granjas informaram gue ndo ha roedores no galpdo. Mas
guando ha o controle é feito pelo uso de iscas.

Estudos revelam que a maior incidéncia de lotes de frangos infectados por
Campylobacter estd associada com a manutencdo de outros animais na propriedade
(VAN de GIESSEN et a., 1998; SANDEBERG, et a., 2002; CARDINALE et a.,
2004; BOUWKNEGT et a., 2004). Animais tais como outras espécies de aves,
bovinos, cées e gatos sdo considerados carreadores permanentes de Campylobacter.
Portanto, é necessario que haja uma separacdo com uma distancia minima entre o
local de criacdo das diferentes espécies presentes na propriedade.

Outros fatores que colaboram para uma maior disseminagdo sdo: a ndo
utilizacdo de roupas especiais para os funcionarios da propriedade que transitam
dentro de diferentes galpdes, a auséncia de praticas higiénicas adotadas pelos
mesmos, deficiéncias no processo de limpeza e desinfeccdo do ambiente de criacéo
das aves, presenca de aves silvestres, roedores, insetos, disposicao incorreta de aves
mortas levando a contaminacdo do ambiente (GREGORY et a., 1997; CARDINALE
et al., 2004).

GIBBENS et a. (2001) ao analisarem lotes de frangos infectados por
Campylobacter, constataram que 50 % da contaminagcdo de um galpdo, pode ser

reduzida pela adocdo de medidas de biosseguranca. As principais medidas incluem:
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colocacdo de pedilivio na entrada do gapdo com reposicdo semana (duas
vezes/semana) do desinfetante que o abastece; adocdo de um sistema de limpeza e
desinfeccdo eficiente tanto dos arredores quanto do galpéo; controle de roedores e
animais silvestres; correta disposicdo das aves, limpeza da area externa do gal péo.

Segundo VAN DE GIESSEN et a. (1998) a adocdo de medidas higiénicas no
ambiente de criacdo de frango de corte, permite uma reducéo de lotes contaminados.
Em seu estudo, as principais medidas associadas com tal reducdo foram o uso de
botas especificas para cada galpdo, adocdo de pedillvio e lavagem das méos antes de
entrar no galpdo. No entanto, o reaparecimento da contaminacdo apés a introducéo
de medidas de controle indica que estratégia de intervencdo pode reduzir,
embora ndo excluir totalmente o risco de infeccdo por Campylobacter em lotes de
frangos de corte. Os autores ressaltam ainda que bovinos tem sido associado como a
principal fonte de infeccdo por Campylobacter em lotes de frango de corte. A
transmissdo de Campylobacter spp. de bovinos para frango de corte (e vice-versa)
ocorreu via calcados dos funcion&rios da propriedade. O isolamento de
Campylobacter em insetos revela que os mesmos podem atuar como vetores de
transmiss&o do microrganismo.

Mediante as respostas obtidas nos questionédrios e na avaliacdo visual “in
loco” notou-se que as precérias estruturas das granjas convencionais associada a
auséncia de um programa de biosseguranca podem permitir a incidéncia de uma ata
contaminacdo microbiana. Mesmo nas granjas automatizadas, onde se observa uma
superioridade de infra-estrutura dos galpbes e de equipamentos, as condigcdes
ambientais prevalentes ndo sdo suficientes para impedir um elevado grau de
contaminacdo, uma vez gque, ocorrem as mesmas falhas no processo de higienizacédo
do galpéo, favorecendo assim aincidéncia de diferentes contaminantes.

Sugere-se a adogdo de um programa de biosseguranca para essas granjas
visando proporcionar um ambiente adequado para o desenvolvimento das aves, e
resultar em um alimento seguro para o consumidor e também a realizacdo de um
treinamento dos funcionarios por meio de uma cartilha ilustrada, focalizando o
desenvolvimento de bons habitos higiénicos, o valor profissional e o conhecimento
das boas préticas agricolas, visando a formacdo de uma conscientizacdo dos mesmos
em se produzir com qualidade.

Como os investimentos para a implantacéo de melhorias nos galpdes séo

elevados, pode-se iniciamente trabalhar com a educacdo continuada dos
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funcionérios. Observou-se que a maioria dos funcionarios das granjas (80 %) com
grau de escolaridade baixo, ndo recebem nenhum tipo de treinamento para operar 0s
galpbes, desconhecendo as regras bésicas de controle de propagacdo de zoonoses.
Em virtude disto foi elaborada uma cartilha que servira de instrumento basico no
treinamento destes operadores.

A cartilha € apresentada a seguir e foi elaborada com figuras e textos curtos
para se adequar ao publico avo.

21



FRANGO DE CORTE —
MANEIRAS E MANEIRAS DE
CRIAR SUAS AVES

Keily Alves de Moura Oliveira
Regina Ceélia Santos Mendonca



Esses meus
bichinhos sao
uma
preciosidade
gente....

W
- £
= A
Ola.... Esteéo E este é o frangéao

“Seu Galo”, o nosso Granjeiro criado na granja
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= oi gente....
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—&£> este é o goso
? @E‘TM criado na granja do
Seu Sujo”, o vizinho “Seu Sujo”



N\ Todo dia “Seu Galo” se apronta para ir trabalhar....
N
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Mas ele sabe que para
cuidar de seus preciosos
bichinhos tem de se vestir
de outro jeito....

Entao ele troca de
roupa antes de
entrar na granja.

“Seu sujo” nao se

importa...

Diz que o vizinho é

gue tem mania...

Entra e sai semana;
esta com a mesma

roupa.
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Esta é a granja do “Seu Galo™...
Veja so que linda...

Para manter ela assim.........
ele “toma” MUITOS CUIDADOS
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“Seu Galo” sabe que bota suja
nem pensar, “Microbio” faz mal
pra saude de seus bichinhos
preciosos.......

O perda de
tempo... Nao
precisa de
nada disso.

Entdo da-lhe agua e sabao nas
botas antes de entrar no

28



“Seu Galo” insiste :Mao suja Mais agua e
entao nem pensar.. sabao.

P

Nao disse que
ele tem
mania....

PARA ENTRAR NO GALPAO...




DENTRO DO GALPAO DO “SEU GALO”
E QUASE TUDO FESTA.....

Como é bom
comer, nao é
gente!

A COMIDA E BOA E FARTA....

E vida
tranquila...

—‘-:’-' : 3 _,,.

o 5 < '

S ELE CUIDA DE QUEM TA
—_— TRISTE OU JURURU....
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DENTRO DO GALPAO DO VIZINHO

LA .___r’|:

maeeeee...

>
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Tiraeu tiro...
Mas amontoou
Nno canto!

N o2 oA e sl

Ai que tristeza...
Mariquinha nao
resistiu...
Coitada!

~~—As aves que morre
galpéao e enterradas o mais rapido possivel
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E chega o grande dia...
Todo mundo com o peso ideal, bem cuidadas pelo “Seu Galo”,
prontas para a partida.....

Ok gente
em fila
pesando....
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E, no vizinho também chega o grande dia...

fl:(__)_do mundo ....bem.... pronto para a partida.....
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ST Vamos la gente

cof..cof.. em fila,
vamaos ver essas
gordurinhas...




Bem... em todo lugar, mesmo com os cuidados que o “Seu Galo”
toma, quando as aves saem para o abate fica tudo “muuuuiiiito sujo”.
Entao é necessario fazer uma boa limpeza e desinfeccao do galpao —
dentro e fora.
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A limpeza deve comecar pela retirada da cama...
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Olha s6é como os bebedouros e
0Ss comedouros estao sujos!

Agua e sab&o neles. N&o
esqueca o desinfetante....

Tudo deve ser lavado e
desinfetado para o
proximo lote.
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Meus DEUS ....olha sb a sujeira que ficou dentro do
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Depois da limpeza dos equipamentos passa-se a
limpar dentro do galpao...
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O silo deve ser lavado tanto Iha s i I o
interno quanto externamente ©lhasocomo ficou limpot!!
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A caixa d’agua também deve ser lavada e desinfetada
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Quando a area externa do galpao € mal cuidada
olha s0 o0 que acontece. Aparece de tudo
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Ent&ao para evitar este problema algumas medidas devem
ser tomadas...




Armacao de iscas para atrair os iInimigos...




e-se obse
servacao, pois elas impedirao a entrada de animais silvestres




E uma boa hora para se consertar o telhado e algum outro
buraquinho, aqui ou ali, nas paredes, para conservar o galpao e
Impedir a entrada de bichos e também da chuva...
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Na granja devem ser adotadas algumas medidas de higiene também
para com os visitantes, tais como: uso de roupas especiais como a do
“Senhor Galo”, lavagem das méos, uso de botas para entrar no galpéao

e a presenca de um rodoluvio na entrada da granja de forma a
desinfetar as rodas dos veiculos visitantes
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: , : P
E finalmente apods a limpeza e desinfeccao.
O galpéao sera fechado passando por um vazio sanitario, para
novamente receber novos pintinhos.
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1.5. CONCLUSOES

Mediante as respostas obtidas nos questionarios e na avaliacdo visua “in
loco” das granjas notou-se que as méas condicdes de higiene associada a auséncia de
um programa de biosseguranca adotado pelas mesmas podem implicar em uma
expressiva incidéncia de contaminacdo por diferentes microrganisSmos.

A adocdo de programas de biosseguranca e a realizacéo de treinamento dos
funcionarios devem ser adotados visando a producéo de alimentos seguros e com
gualidade e a formagcdo de uma conscientizagdo do vaor profissiona nos
funciondrios. O uso de cartilhas educativas constitui um mecanismo de fé&cil
compreensdo por parte dos funcionérios que operam as granjas, visto seu baixo grau

de escolaridade.
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CAPITULO 2
CONTAMINACAO MICROBIANA POR Campylobacter spp E Enterococcus
spp DO AMBIENTE DE CRIACAO DE FRANGOSDE CORTE

2.1. INTRODUCAO

Os aimentos de origem animal, frescos ou processados, podem veicular
diversos microrganismos patogénicos, causadores de diversas ateracdes fisiol égicas
nas pessoas que os consomem (Enfermidades de Origem Alimentar - EOA). Estas
enfermidades podem ser provocadas por diversos grupos de microrganismos,
incluindo bactérias, fungos, protozoarios e virus. As bactérias, pela sua diversidade e
patogenia, constituem, o grupo microbiano mais importante na ocorréncia das EOAS.
No passado, a separacdo de residuos de origem humana e animal e o suprimento de
dgua foram considerados fatores criticos na seguranca da salde publica. Hoje, a
salde humana depende cada vez mais, da adocdo de medidas de seguranca na
producdo de alimentos e no suprimento de dgua (TAUXE, 2002).

Os riscos de contaminagcdo microbioldgica constituem a maior preocupagao
na producdo de alimentos de origem animal. Essa preocupacédo esta relacionada as
caracteristicas sociais, culturais e tecnoldgicas da sociedade moderna. O processo de
consolidacdo da industria e sua tendéncia a alcancar mercados cada vez maiores e
distantes acarretam, paralelamente, a possibilidade de ocorréncia de surtos

geograficamente di spersos.
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Carnes com qualidade microbiol6gica aceitavel sdo extremamente dificels de
obter quando o0s animais ndo sdo produzidos em ambientes de qualidade
comprovada. Sendo assim, a carne é considerada como importante reservatorio de
patégenos. Os patdégenos de origem anima continuamente entram na cadeia
alimentar, sgja por contaminacdo vinda da granja ou a ocorréncia de contaminacéo
cruzada durante o processamento, ou sgja, na comercializacdo direta no varejo ou
ainda por contato com outros produtos processados.

Os principais microrganismos envolvidos na contaminagdo das aves sdo:
Salmonella, Campylobacter spp., Listeria, E. coli, Clostridium e Staphylococcus
aureus, dentre outros. Microrganismos deterioradores, principamente psicrotroficos
como Pseudomonas, bactérias do &cido |&tico e leveduras estdo presentes em animais
vivos. A microbiota intestinal das aves € muito complexa, sendo influenciada pelo
sistema de producdo, pelo tamanho do lote, pelas caracteristica de crescimento rdpido
dos animais e pel oo tipo de manejo animal adotado (BOLDER, 1999).

A microbiota deterioradora da carne crua de aves e dos produtos processados
é formada por bactérias psicrotréficas. Estudos também tém mostrado a presenca de
populacdes de leveduras em produtos de aves frescas e processadas, contribuindo
assim para a deterioracao dos mesmos (ISMAIL et al., 2000).

Salmonella spp. e Campylobacter spp. sdo 0s principais patégenos associados
a produtos de aves, que podem servir como seus reservatorios. Os animais podem ser
contaminados a partir de vérias fontes durante a criagdo e 0os contaminantes podem
ser disseminados durante o processamento. Etapas como escaldagem, depenagem,
evisceracdo e operacdes com mildos sdo 0s principais pontos de disseminacdo na
etapa de processamento (JORGENSEN et al., 2002; DUFRENNE et a., 2001; CHE,
et a., 2001). KOTULA e PANDYA (1995) encontraram alto nimero de patdégenos
nas penas e na pele de frangos ao chegarem a planta de processamento.

Do ponto de vista de seguranca alimentar, qualquer etapa da producdo animal,
desde 0 nascimento até o abate, se ndo monitorada, pode ser considerada um ponto
critico no qual a difuso da contaminagdo deve ser controlada.

O controle desses patdgenos ainda na granja é visto como o principio de
acoes essenciais na reducdo da mortalidade devido a zoonoses veiculadas pela carne.
A adocdo de medidas de biosseguranca pode controlar patdgenos e seus vetores e em
consequéncia reduzirdo as perdas econdmicas causadas por casos de doencgas. Essas

préticas de biosseguranca devem ser dirigidas a cada unidade de producdo para
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maximizar a salude anima e minimizar a contaminacdo na cadeia produtiva de
alimentos desde a granja até o consumidor.

O presente trabalho teve por objetivo verificar que fatores no ambiente de
criagdo de aves sd0 mais relevantes na prevaléncia da contaminacdo microbiang;
avaliar o perfil da microbiota de frangos de corte criados nos sistemas de criacdo
convencional e automatizado, nas estagbes de inverno e verdo com relacdo a
presenca dos géneros de Campylobacter spp. e Enterococcus spp.e identificar a partir
dos microrganismos isolados, quais espécies predominam no ambiente de criacdo e
no lote avaliado, por meio de testes bioquimicos, buscando caracterizar isolados de

Campylobacter jegjuni, C. coli, Enterococcus faecium, E. faecalis,
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2.2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.2.1. Prevaléncia de Campylobacter spp. no ambiente de criagdo de frango de
corte

Campylobacter spp. tem sido um dos patégenos mais isolados em casos de
gastroenteritis humanas e as aves constituem um importante reservatorio desse
microrganismo. Em 1996, a taxa de incidéncia de campylobacteriose relatada nos
Estados Unidos superou aquelas de Salmonella spp., S aureus, E. coli e Clostridium
perfringens (SOLOMON e HOOVER, 1999). O microrganismo pode ser transmitido
pelo contato direto com animais ou carcacas de aves contaminadas, pela ingestédo de
alimentos ou de &gua contaminada, pessoa através de fezes de pessoas com infeccdo
ativa, ou por transmissdo a grupos de riscos. As principais fontes de infeccéo
incluem: consumo de carnes e produtos de aves mal cozidas, produtos lacteos ndo
pasteurizados, alimentos ndo cozidos sujeitos a possivel contaminagdo cruzada com
produtos e carnes de aves, ou ainda, residuos ndo tratados (FRANCO, 1988,
RODRIGO, et a., 2005).

Lotes de frangos estdo freqlentemente infectados com Campylobacter,
principalmente C. jejuni e 0 consumo de carne de aves é o principal fator de risco
para campylobacteriose humana (STERN e LINE 1992; EVANS e SAY ERS 2000).

As infecgbes nas aves geralmente ndo sdo associadas com doengas clinicas,
embora grande nimero de Campylobacter spp. sgja excretado nas fezes. A
contaminagdo inicial das aves por Campylobacter spp. pode ser causada pela

exposicdo a alimentos e dgua contaminados, aves mortas, insetos, roedores, fezes de
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outras aves e pela cama (GENIGEORGIS, et a. 1986, STERN 1995).
Campylobacter jejuni geralmente coloniza o trato gastrointestinal, localizando-se,
principalmente no ceco e cloaca, sem causar mudanca patoldgica evidente. A
presenca do microrganismo € geramente restrita a mucosa intestina nas cristas do
epitélio intestinal, que constitui um ambiente altamente especializado, uma vez que a
temperatura étima de crescimento do microrganismo, 42 °C, reflete atemperatura do
intestino das aves e difere da temperatura encontrada no intestino de mamiferos, 37
°C, (PARK, 2002).

A habilidade de C. jgjuni estabelecer-se no trato gastrointestinal das aves esta
associado a capacidade do microrganismo ligar-se a superficie da célula hospedeira.
Na membrana externa da célula hospedeira, a proteina CadF facilita a ligacdo das
células de Campylobacter a fibronectina, portanto, um mutante deficiente na
producdo desta proteina € incapaz de colonizar o ceco de pintinhos com um dia de
vida (ZIPRIN et al., 1999).

As aves se tornam infectadas quando atingem idade ao redor de 3 a 5
semanas de idade, sendo que infecgbes em aves com uma semana de idade s&o raras
(SMITHERMAN et a., 1984). A auséncia de colonizacdo por Campylobacter spp.
no trato intestinal de aves com menos de 2 semanas de idade esté relacionada a um
mecanismo de resisténcia intrinseca. Um fator que pode contribuir para essa
resisténcia é a presenca de anticorpos maternais especificos para Campylobacter.
Esses anticorpos podem ser transferidos das matrizes para os pintinhos. Os
anticorpos maternais sao sequestrados da circulagdo maternal por um oocito em
desenvolvimento e subsegiientemente transportado da gema de ovo pela membrana
na circulacdo embrionaria. O nivel de anticorpos maternais nas aves jovens atinge o
maximo em 3 a 4 dias apds a eclosdo e depois disso decresce gradualmente a niveis
ndo detectdveis em 2 a 3 semanas de idade. Na primeira semana de vida das aves,
quando o nivel de anticorpos maternais e a permeabilidade intestinal sdo maiores, 0
transporte desses anticorpos ocorre, conferindo protegdo do epitélio intestinal contra
agentes infecciosos que colonizam o trato gastrointestinal (SAHIN et al., 2001).
Uma vez que 0 microrganismo € exposto a um lote, rapidamente observa-se que
todas as demais aves sdo colonizadas.

ACHEN et a., (1998) avadiaram o pefil de eiminacdo di&rio de

Campylobacter em frangos de corte, apos a inoculacéo oral dos mesmos no 1° diade
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vida com 1,6x10” UFC de C. jejuni. Observou-se que em torno de 50 a 70% das aves
eliminaram o microrganismo apos 24 horas depois da inoculagdo. Notaram ainda que
0 ponto maximo de eliminacdo foi durante a segunda e terceira semana de criacéo.
Os autores concluiram que durante o periodo de amostragem (1 a 43 dias de criagcdo)
ocorreu uma distribuicdo ciclica de eliminacdo do microrganismo com maior
incidéncia na segunda e na terceira semana e declinio apds a terceira semana, fato
este que pode estar associado a0 muco que tem importante papel na eliminacdo de C.
jejiuni, umavez que amucina é um quimioatrativo para 0 microrganismo.

Campylobacter spp. pode sobreviver por longos periodos no ambiente e, nas
aves. PadrBes higiénicos ruins adotados nas granjas podem permitir a disseminacéo,
podendo ser introduzidos em lotes ou persistir em ciclos de producéo sucessivos. O
risco de contaminagdo nas aves pode aumentar devido a presenca do microrganismo
na unidade de processamento ou equipamentos durante a apanha das aves para 0
abate (JACOBS-REITSMA et d., 1994; ONO e YAMAMOTO, 1999; STERN et al.,
2001). Durante o processo de abate, C. jejuni presente no contetdo intestinal de aves
abatidas pode-se espalhar pelas carcagas, sendo a dgua do chiller e da depenadeira os
principais locais de contaminagdo cruzada (FRANCO, 1988; WESLEY et a., 2004).
O microrganismo pode também sobreviver por mais de 60 minutos nas méaos de
manipuladores e em superficies imidas (HUMPHREY et a., 1995).

WEDDERKOPP et a. (2001), ao avaliarem granjas de lotes de frangos
guanto a presenca de Campylobacter spp. no periodo de 1998 e 1999 na Dinamarca,
encontraram mais amostras positivas para Campylobacter spp. durante julho, agosto
e setembro (estacdo do verdo) e um menor nimero de amostras positivas foi
encontrado em janeiro, fevereiro, marco e abril (estagdo inverno). Constatagoes
semelhantes foram obtidas por JACOBS-REITSMA et a. (1994) quando observaram
gue a permanéncia de Campylobacter em lotes de frangos no abate apresentou uma
variacdo sazonal, com maior contaminacdo durante o periodo de verdo e menor
contaminagdo no inverno. Os autores notaram também uma variagéo de temperatura,
em que temperaturas mais elevadas coincidiam com maiores taxas de isolamento do
microrganismo.

PETTON et a. (2001) ao associarem as caracteristicas do local de criacéo e
préticas de manejo adotadas com a presenca ou auséncia de contaminacéo dos lotes
com Campylobacter spp., observaram que do total de lotes avaliados, 42,7 %

estavam contaminados com Campylobacter spp., sendo a contaminagéo afetada por
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fatores como: estacdo do ano, sistema de distribuicdo de ar no galpdo, nimero de
pessoas envolvidas no manejo, tratamento dado a agua servida as aves e presenca ou
auséncia de insetos na cama.

BOUWKNEGT et al. (2004) ressaltam que € urgente a necessidade de adoc¢éo
de medidas higiénicas visando diminuir a contaminacdo de lotes de frangos por esse
microrganismo. O conhecimento dos fatores que influenciam a presenca do
microrganismo no lote é essencial.

EVANS e SAY ERS (2000), monitorando lotes de frango durante um ciclo de
producéo, observaram que mais de 40 % do lotes de aves com 4 semanas de idade e
gue 90 % dos lotes com 7 semanas, estavam infectados por Campylobacter spp. Os
autores sugerem gue os resultados encontrados podem ser explicados pelo fato que
anticorpos maternais desaparecem com 2 semanas de idade, restando apenas a
imunidade passiva para proteger as aves jovens.

A mesma constatacdo foi feita por BERNDTSON et a. (1996), em que a
contaminagdo com C. jguni aumentava com a idade das aves. O microrganismo
também foi isolado de insetos e do ar do galpdo, de equipamentos da linha de
processamento, caixas de transporte das aves e ar do abatedouro.

STERN (1995) avaliando a contaminacéo de carcagas de aves e colonizacéo
do ceco por Campylobacter spp. constatou um aumento na contaminagdo das aves
ap0s transporte até o abatedouro e conclui que o transporte e estresse anterior ao
processamento, pode contribuir para o aumento desta microbiota em nivels acima de
10* UFC/g, que é normal mente encontrado em carcagas processadas.

SACKEY et al. (2001) avaiando a qualidade microbioldgica de frangos
observaram a presenca de Campylobacter spp. em 14,4 % do contedo intestinal das
aves.

Estudos recentes tém mostrado que sorotipos de Campylobacter jejuni podem
ser veiculados por meio de incubadoras, podendo, portanto, ocorrer transmissao
vertical. Campylobacter jejuni foi isolado de ovario de poedeiras saudaveis
(PETERSEN et al., 2001).

Muitos patdégenos de origem alimentar sdo relativamente resistentes, como
consequéncia, da necessidade de sobreviver em condicbes adversas, impostas pelo
processamento e aplicagdo de conservantes nos alimentos. Nesse contexto, as
espécies de Campylobacter sdo menos resistentes, uma vez que, S80 microrganismos

de crescimento fastidioso e apresentam sensibilidade incomum ao estresse ambiental.
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Estudos demonstram que nesses microrganismos parece faltar muito das respostas
adaptativas que podem ser correlacionadas a resisténcia ao estresse em outros
patdégenos de origem aimentar (PARK, 2002). Muitos animais domésticos como
aves, suinos, bovinos, cdes e gatos carreiam Campylobacter spp. em seu trato
gastrointestinal sem manifestar os sintomas associados com a doenca em humanos.

Um fato interessante da fisiologia do género Campylobacter revela a
evolugdo do microrganismo no sentido de ocupar a mucosa do trato intestinal.
Primeiramente, sua natureza microaerdfila é, provavel mente, reflexo da concentracao
de oxigénio encontrado nesse nicho. Secundariamente, a competicdo por nutrientes
essenciais entre a comunidade bacteriana dentro do trato gastrointestinal € provéavel
de ser intensa e parece que Campylobacter desenvolveu mecanismos que o0 permite
competir com sucesso nesse ambiente. O ferro € um nutriente essencial, que pode ter
disponibilidade limitada dentro do intestino. Como consequéncia, Campylobacter
tem mecanismos evoluidos para adquirir ferro do hospedeiro e da flora
gastrointestinal. Por exemplo, o microrganismo € capaz de utilizar compostos
derivados do ferro (hemécias e hemoglobind) do hospedeiro. Sideréforos séo
compostos que apresentam alta afinidade com o ion ferro, sendo sintetizados por
varios patégenos, que permitem apos mesmos competir por este nutriente quando
estiver limitado ou armazenalo da célula hospedeira através de ligagcbes com as
proteinas. Algumas cepas de Campylobacter podem produzir sideréforos (PARK,
2002).

A presenca de Campylobacter tem sido relatada desde o inicio do século 20.
No inicio dos anos 60, trabalhos cientificos distinguiram Campylobacter de outras
espécies de Vibrio baseado em testes bioquimicos e sorolégicos. Como resultado,
Vibrio fetus subsp. fetus foi reclassificado como Campylobacter jejuni em 1963. O
género Campylobacter inclui cerca de 20 espécies e subespécie, com 8 espécies
identificadas como agentes de doencas gastrintestinais em humanos (Tabela 1)
(SOLOMON e HOOVER, 1999).
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Tabela 1. Espécies de Campylobacter patogénicos e seus reser vatorios

Organismo Doencas e sintomas Reservatoérios
C. jgluni ssp. jegjuni Enteritis, doencgas sistémicas e Humanos, caes, gatos,
sindrome Guillain-Barré roedores, aves
C. cali Enteritis Suinos, aves
C. lari Enteritis Aves
C. hyointestinalis Enteritis Bovinos, suinos
C. upsaliensis Enteritis Cées, gatos
C. fetus ssp. fetus Enteritis, doengas sistémicas Bovinos e Ovinos
C. cinaedi Enteritis -

Fonte: Nachamkin (1997); Stelzer et a. (1991) citados por SOLOMON e HOOVER, (1999)

Campylobacter sdo bactérias Gram-negativas, em forma de espira e ndo
esporulados. As células sGo moévels com movimentos caracteristicos a saca-rolha,
com um flagelo polar em uma ou ambas as extremidades das células. Sdo
microrganismos microaerofilos e termofilicos, com crescimento 6timo em atmosfera
contendo 5 % de O,, 10 % CO, e temperatura de 42 - 43 °C. Nenhum carboidrato é
fermentado ou oxidado. A energia é obtida de aminoécidos ou intermediarios do
ciclo do &cido tricarboxilico. S80 oxidase positiva, urease negativa e catalase positiva
(BERGEY S, 1993).

A contaminagdo por Campylobacter pode causar enterocolite aguda no
homem, sendo que os principais sintomas observados sdo mal-estar, febre, forte dor
abdominal e diarréia, que pode ir de aquosa a sanguinolenta. O periodo de incubacéo
variade 1 a 11 dias, sendo tipicamente 1 a 3 dias. Em muitos casos, a diarréia pode
persistir por mais de uma semana. As infeccbes por Campylobacter podem ser
seguidas por raras, embora severas, sequielas ndo gastrointestinais como: artrite, a
sindrome “Guillain-Barré’, que € uma desordem no sistema nervoso periférico
resultando em fraqueza dos membros, dos muscul os respiratérios e perda de reflexos,
gue pode se tornar crénico ou levar a morte (ALLOS e BLASER, 1995); e a
sindrome “Miller Fisher”, uma variante da sindrome Guillain-Barré, caracterizada
pela oftalmoplegia, ataxia e perda de reflexos.

O mecanismo pelo qual C. jguni causa doengas em humanos ainda ndo esta
completamente elucidado. Dois tipos de diarréias sdo observados: uma diarréia
inflamatoria, com febre, fezes sanguinolentas contendo leucécitos, e uma diarréia
ndo inflamatdria, com fezes aquosas e auséncia de leucocitos e sangue. |nvestigacoes
da patogenicidade de Campylobacter permitiram reconhecer quatro diferentes
propriedades de viruléncia: motilidade, aderéncia, invasdo e producdo de toxina. A
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motilidade por meio de flagelos é requerida para que o microrganismo chegue ao
local de adesdo e penetre dentro da célula intestinal. A adesdo da bactéria na
superficie epitelial € importante na colonizacéo, e pode ser mediada por estruturas
fimbriais presentes na superficie bacteriana. A invasdo do epitélio celular tem sido
observada tanto in vitro quanto in vivo; no entanto, 0s niveis de invasdo sdo
normal mente baixos, com menos de 1 % em testes in vitro. Portanto, a producéo de
toxina é considerada o fator mais importante. Espécies de Campylobacter produzem
trés tipos de toxina que contribui de forma relevante para sua enteropatogeneicidade
(WASSENAAR, 1997; SOLOMON e HOOVER, 1999; FORSY THE, 2002):

1. As enterotoxinas termossensiveis sdo proteinas secretadas que se ligam a
receptores celulares, dentro da célula, e elevam o nivel de AMP ciclico das células
intestinais, causando mudancas no fluxo de ions e excesso de secrecdo do fluido,
resultando na diarréia aguosa. A enterotoxina de Campylobacter € homéloga a toxina
do Vibrio cholarae e atoxina termol&bil de E. coli.

2. As citotoxinas sdo proteinas que causam danos as células intestinais como um pré-
requisito para o inicio da secrecdo de liquidos; sdo invasivas e destroem as células-
avo. Seu modo de acéo pode ser tanto intracelular quanto pela formacdo de poros
nas células. As citotoxinas intracelulares inibem a sintese protéica da célula ou a
formacgédo de filamento de actina. As citotoxinas que causam formagéo de poros nas
células-alvo podem ser detectadas por sua atividade litica nos eritrocitos. As
citotoxinas resultam em diarréia inflamatoéria, a qual normalmente contém sangue e
leucdcitos.

3. As toxinas citoletais distensoras que afetam o ciclo regulatério da célula
hospedeira. As toxinas inibem a desfosforilacdo da proteina-quinases cdc2 e
previnem que as células realizem a mitose e também pode causar diarréia.

2.2.2. A importancia de Enterococcus spp. para aindustria de alimentos

Enterococcus como grupo foi observado primeiramente em 1899, e o género
Enterococcus foi proposto apenas em 1903, como diplococos Gram-positivos de
origem intestinal. Por volta de 1906, pesguisadores classificaram uma bactéria
potencialmente patogénica de um paciente com endocardites como Streptococcus
faecalis. Na década de 30, foi desenvolvido um sistema de tipagem soroldgica para

streptococcos, sendo que esses de origem fecal possuiam o antigeno D. Desse estudo
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foi proposta uma nova classificagéo para o género Sreptococcus, o qual foi agrupado
dentro de quatro divisdes designadas. piogénica, viridans, |&tica e enterococos. O
grupo dos enterococos incluia Streptococcus faecalis, Streptococcus faecium,
Sreptococcus bovis e Sreptococcus equinus como cepas do grupo D (FRANZ et al.,
1999).

A taxonomia classica dos enterococos € vaga, uma vez que, ndo ha
caracteristicas fenotipicas que os distinguem de outros microrganismos Gram-
positivos, catalase-negativa, e em forma de cocos. A maioria das espécies de
Enterococcus pode ser distinguida por sua habilidade para crescer a 10 °C e a45 °C,
6timo a 37 °C, em concentracdes de 6,5 % de sal, em pH de 9,6, com 40 % de bile e
sobreviver em temperaturas de 60 °C por 30 minutos. Os membros do género
Enterococcus sdo células espirais ou ovéides, ocorrendo aos pares ou em cadeias
curtas. Nao formam enddsporos. S&o anaerdbios facultativos, quimioorganotréficos
com metabolismo fermentativo; uma ampla variedade de carboidratos é fermentada
com a producdo principalmente de L(+) &cido lético, sendo considerados
homofermentativos (BERGEY'S, 1993; DEVRIESE et al., 1995).

Mais de 20 espécies de Enterococcus sdo reconhecidas. Vérias cepas sao
usadas na producado de probiéticos e outras estdo envolvidas na obtencéo de produtos
fermentados, tais como certos queijos e outros produtos lacteos fermentados. Em
produtos fermentados as cepas contribuem na maturacdo e desenvolvimento de
aroma 0s quais sdo resultante da atividade proteolitica e lipolitica, assim como a
producdo de diacetil. E. faecium e E. faecalis sdo as duas espécies proeminentes e
desempenham importante papel na ocorréncia de doencas de origem alimentar em
humanos (FRANZ et a., 2003; DOMIG et al., 2003).

Como habitante regular do intestino de humanos e animais, 0s enterococos
podem servir como indicadores de contaminacéo fecal devido a sua alta toleréncia ao
calor e capacidade de sobreviver em condi¢cbes ambientais extremas, tendo assim
grande importéncia para os aimentos e na microbiologia de salde publica. E.
faecalis e E. faecium tém sido considerados agentes causadores de doencas de
origem alimentar.

E. faecalis tem sido considerado de grande importancia na microbiologia
clinica como um dos causadores de infeccdes nosocomiais e superinfeccbes como

endocardites, bactericemia, infeccbes do trato urin&rio, neonatal, sistema nervoso,
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intraabdominal e pélvica. Cepas de E. faecium e de E. faecalis tém desenvolvido
resisténcia a muitos antibiéticos usados na medicina clinica. Dai a importancia dos
microbiologistas de alimentos avaliarem o significado desse microrganismo nos
alimentos (FRANZ et al., 1999; FRANZ et a ., 2003).

A microbiotaintestina de aves jovens contém principalmente E. faecium e E.
faecalis, embora E. cecorum possa estar presente em aves com mais de 12 semanas.
A presenca de Enterococcus ndo estd associada somente com animais de sangue
guente, mas também em solos, &guas, plantas e vegetais (DEVRIESE et a., 1995).

A presenca de Enterococcus no trato gastrointestinal dos animais leva a uma
alta contaminacdo da carne ainda no abatedouro. Estudos revelam alta incidéncia do
microrganismo em carcacas de bovinos, aves e suinos. O aquecimento de carnes
processadas durante a producéo pode conferir uma vantagem seletiva devido ao fato
desse microrganismo ser um dos mais termotolerante, quando comparado a outros
microrgani smos ndo esporulantes.

Estudos revelam que Enterococcus podem ser encontrados em equipamentos
nas fazendas que criam animais, nos animais e em fezes humanas. Esse
microrganismo pode ser naturalmente transmitido de alimentos de origem animal
para O trato gastrointestinal de humanos. A ingestdo de cepas resistentes a
vancomicina isoladas de aves colonizou o intestino de humanos durante 20 dias
(GELSOMINO et a., 2002; BERCHIERI, 1999).

Algumas cepas de enterococos incluindo E. faecium e E. faecalis sdo
conhecidas por produzirem bacteriocinas. As enterocinas geralmente sdo ativas
contra outros enterococcos, com também, contra cepas de Listeria monocytogenes. A
atividade anti-Listeria pode ser explicada pelo fato que enterococos e listeria serem
filogeneticamente proximas. Algumas enterocinas sdo ativas contra outras bactérias
do &cido l&tico além de outras cepas como Clostridium spp., incluindo C. botulinum,
C. perfringens e C. tyrobutyricum (GIRAFFA, 1995).

Probidticos sdo culturas puras ou mistas de microrganismos vivos que,
quando consumidos por animais ou 0 homem afeta beneficamente o hospedeiro por
melhorar as propriedades da microbiota residente. Os efeitos funcionais relacionados
pelos probidticos sdo: inibicdo de patégenos, fortalecimento da mucosa intestinal,
atividades anti-mutagénica e anticarcinogénica, estimulacdo do sistema imune e
abaixamento do nivel de colesterol no sangue. E. faecium e E. faecalis tém sido

utilizados em preparacbes de probidticos para humanos e E. faecalis € mais
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comumente usado como suplemento alimentar para animais. A cepa SF68 de E.
faecium tem sido estudada minuciosamente para uso como probiético humano,
especiamente no tratamento de diarréias. Sua efetividade no tratamento de desordens
intestinais pode ser atribuida pelo fato do microrganismo ser um comensal do
intestino e apresentar uma curta fase lag e um tempo de geracdo de 20 minutos em
condic¢des 6timas.

Esta cepa € moderadamente resistente a antibiéticos e tem efeito inibidor in
vitro do crescimento de E. coli, Salmonella spp., Shigella spp. e Enterobacter spp.
Também é resistente a baixo pH, insensivel aos sais biliares (CANGANELLA et al.,
1996; KLEIN, 2003).

O uso de Enterococcus como probidtico permanece controverso. Apesar de
algumas cepas serem usadas como probidtico, a emergéncia de cepas resistentes a
antibidtico e maior associacdo de enterococos com doencas humanas tem elevado a
preocupacdo como uso dos mesmos. A preocupacao € gque genes de resisténcia ou
genes que codificam fatores de viruléncia possam ser transferidos para cepas
probi6ticas no trato gastrointestinal (FRANZ et a., 2003).

Por muitos anos, enterococos foi considerado um comensal inofensivo devido
a0 seu baixo potencial patogénico. Esse fato € verdadeiro, uma vez que, no
microrganismo faltam os fatores de viruléncia quando comparado com outros
patégenos Gram-positivos como Streptococcus patogénicos, S. aureus e L.
monocytogenes. Para enterococos causar infeccdo, é necessario que 0 microrganismo
colonize o tecido do hospedeiro, resista aos mecanismos de defesa especificos e néo-
especificos do hospedeiro e produza mudancas patol égicas. Os principais fatores de
viruléncia sdo: aderéncia ao tecido hospedeiro, invasdo e formagdo de abscesso,
resisténcia e modulagdo dos mecanismos de defesa do hospedeiro, secrecdo de
citolisinas e outros produtos téxicos e producdo de feroménios codificados por
plasmideos. Um nimero de genes que codificam fatores de viruléncia (especiamente
em E. faecalis) tem sido sequienciado, caracterizado e seus efeitos tém sido mostrado
em estudos com humanos e animais. Recentes estudos na &rea médica indicaram que
cepas de E. faecalis isoladas de humanos tém mais determinantes de viruléncia do

gue cepas encontradas em alimentos (GIRAFFA, 2002).
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2.3. MATERIAL E METODOS

Realizou-se a coleta de dados ao longo de um periodo de 1 ano, observando-
se duas estaces distintas: veréo e inverno. As amostras foram coletadas em duas
granjas de criagdo de frangos de corte, com diferentes sistemas de criacdo: uma
granja convencional localizada a 3 Km da cidade de Vicosa e uma granja
automatizada localizada a 30 Km da cidade de Vigosa, ambas na regi&o da Zona da
Mata do Estado de Minas Gerais. As andlises foram conduzidas no Laboratério de
Microbiologia de Alimentos e Higiene Industrial do Departamento de Tecnologia de
Alimentos da Universidade Federa de Vicosa

Os dados meteorol 6gicos de temperatura, umidade e indice pluviométrico dos
anos de 1999 a 2004 nas estacOes de inverno e verdo foram obtidos junto a Estacéo
Meteorol 6gica da Universidade Federal de Vigosa

2.3.1. Amostragem

Em cada granja, o galp&o constituiu a amostra do estudo. Foram realizadas
analises no galpédo vazio, e posteriormente, avaliado em trés etapas distintas: no dia
do recebimento das aves, apds 21 dias de criacdo e na retirada das aves (ou sgja,
aproximadamente 45 dias apos recebimento das mesmas).

A partir das medidas de comprimento do galpdo, o mesmo foi dividido em
quadrantes no sentido do comprimento e amostrado no sentido frente-fundo em cinco
quadrantes opostos.

66



No galpéo vazio, apds o processo desinfeccdo, foram avaliados o chdo e as
paredes.

No gapdo com aves, em cada quadrante amostrado foram analisadas a cama,
0s bebedouros, e as cloacas das aves. Ressalta-se que a cama foi avaliada antes do

alojamento das aves, quando aindalimpa (Figura 1).

GRANJA

| |
AGUA GALPAQ RACAO

GALPAOVAZIO GALPAQ COM AVES

| | | |
CHAO PAREDE | | CAMALIMPA | (BEBEDOUROS| | CLOACAS || CAMA

Figura 1. Organograma dos diferentes fatores avaliados.

Foram avaliados trés tipos de ragOes oferecidas as aves nas diferentes etapas
de criagéo (Figura 2). Em cada fase de criagéo retirou-se uma amostra de 25 g de
racdo do silo localizado na granja para realizar as andlises. A adgua de abastecimento

do galpé&o também foi analisada fisico-quimica e microbiol ogicamente.

RACAO
| |
INICIAL CRESCIMENTO FINAL
0-21DIAS 22-38 DIAS | |38a +/- 45 DIAS

Figura 2. Tipos de ragdo oferecidas as aves.

Para avaliar o chéo e as paredes do galp&o vazio dentro de cada quadrante,
usaram-se swabs (2x1cm). Um conjunto de 10 swabs formava uma Unica amostra por
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cada quadrante. Coletou-se amostra em 5 pontos diferentes do quadrante em uma
area aproximada de 40 cm?.

Dez por¢des de cama (aproximadamente 250g cada porc¢éo) foram coletadas
em cada quadrante. Apds homogeneizacdo destas porcdes, por técnica de
guarteamento, retirou-se uma aliquota representativa de 10 g para analises
microbiologicas (BAM, 2001).

A andise dos bebedouros, escolhidos aleatoriamente no quadrante, foi feita
usando-se swabs (2x1 cm). Cada 10 bebedouros formavam uma Unica amostra.
Avaliou-se a cloaca de cinco aves por quadrante (EVANS e SAY ERS, 2000) usando-
se swabs (1x0,5 cm - cotonetes® Johnsons), como descrito anteriormente, o conjunto

de swabs formava uma Unica amostra por quadrante.

2.3.2. Analises microbiolégicas
2.3.2.1. Preparo das amostras

Para a andlise da &gua, usaram-se 10 mL da amostra coletada imediatamente
antes do abastecimento dos bebedouros no galpdo (BAM, 2001). Vinte cinco gramas
de cada tipo de racdo foram coletadas para andlises microbiol6gicas (STERN et al.,
2001).

Os swabs obtidos da amostragem do ch&o e parede foram rinsados em 100
mL de &gua peptonada. Retiraram-se aliquotas de 10 mL de cada amostra as quais
adicionaram-se 90 mL de caldo de enriquecimento especifico para cada
microrganismo estudado.

De porces de cama obtidas em cada quadrante, retirou-se uma aliquota
representativa de 10 g para andise, adicionando-se @ mesma 90 mL de caldo de
enriquecimento especifico para cada microrganismo estudado (BAM, 2001).

Os swabs de cloaca foram rinsados em 50 mL de &gua peptonada e os swabs
de bebedouros em 100 mL de &gua peptonada. Retiraram-se aliquotas de 10 mL de
cada amostra as quais adicionaram-se 90 mL de caldo de enriquecimento especifico
para cada microrganismo estudado.

As andlises microbiol dgicas foram realizadas em triplicata.
2.3.2.2. Campylobacter spp.

Para avaliacdo de Campylobacter, em cada amostra coletada foi adicionado
cado de enriqguecimento Preston (Oxoid) com suplemento de enriquecimento
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seletivo (Oxoid), carvéo ativado e 5 % de solugdo redutora FBP (FILGUEIRAS e
HOFER, 1989; OYARZABAL, et al., 2005). As amostras foram incubadas a 42 °C
por 48 h, obedecendo as condi¢des de microaerofilia (PENNIE et a., 1984). A partir
dos cados e por técnica de esgotamento por estria, transferiu-se o inéculo para
placas contendo &gar base seletivo Campylobacter spp (Merck) adicionado de carvéo
ativado, 5 % de solucéo redutora FBP e suplemento seletivo (Merck), seguido de
incubacdo a 42 °C por 48 h. Foram selecionadas cinco colénias tipicas e transferidas

para caldo BHI sendo estocadas a—70 °C para posterior identificacdo bioguimica.

2.3.2.3. Enterococcus spp.

Para avaliacéo de Enterococcus, em cada amostra foi adicionado caldo de
enriquecimento azida dextrose (Oxoid), incubando-se a 37 °C por 48 h. A partir dos
caldos e por técnica de esgotamento por estria, transferiu-se o indculo para placas
contendo &gar Seletivo Slanetz and Bartley (Oxoid), seguido de incubacdo a 37 °C
por 48 h (BAM, 2001). Foram selecionadas cinco colénias tipicas e transferidas para

caldo BHI sendo estocadas a—70 °C para posterior identificacéo bioquimica.
2.3.3. Provas Biogquimicas
2.3.3.1. Campylobacter spp.

Foram realizados os testes da catalase, reducdo do nitrato, producéo de H,S
em tiras de acetato de chumbo e coloracdo de Gram para a confirmacdo do género
Campylobacter. Na identificacdo da espécie realizou-se 0 teste da hidrélise de
hipurato (BAM, 2001).

2.3.3.2. Enterococcus spp.

Utilizou-se o kit Readycult Enterococci 100 (Merck) para a confirmagdo do
género Enterococcus. Para a avaliagdo, a cada 100 mL de agua estéril foi adicionado
um envel ope do reagente sélido. Homogeneizou-se bem de forma a que néo ficassem
granulos no fundo do erlemeyer. Em seguida distribuiu-se 9mL deste caldo em tubos
de ensaio com tampa adicionando-se 1 mL da cultura pura isolada seguido de
incubagdo a 37 °C por 24 h.

Na identificacéo da espécie realizaram-se 0s testes de tolerancia ao telurito e
0 teste de utilizag&o do piruvato (DAY et al., 2001).
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2.4. RESULTADOSE DISCUSSAO

2.4.1. Avaliacdo do ambiente de criacdo de frango de corte em dois sistemas de
criacéo: convencional e automatizado nas estacdes de inverno e ver ao

2.4.1.1. Andlise fisico-quimica da &gua de abastecimento

A Tabela 2 apresenta os resultados da andlise fisico-quimica da agua de
abastecimento das granjas. Comparando tais resultados com o0s pardmetros da
Portaria n° 518 do Ministério da Salde, de 25 de marco de 2004 (BRASIL, 2004)
que trata da qualidade da &gua potéavel, observa-se que a &gua de abastecimento
fornecida nos dois sistemas de criagcdo encontrava-se dentro dos limites estabel ecidos

pela referida Portaria para os parametros avaliados.

Tabela 2. Analise fisico-quimica e microbiol 6gica da agua de abastecimento
dos sistemas convencional e automatizado

Parémetros Padrao* Convenciona Automatizado
pH 6,5—-8,5 7.1 6.9
Acidez (mg/L CO,) 5-20 18,3 12,1
Alcalinidade (mg/L CaCQOs) 10-50 32,8 50,0
Cloreto (mg/L NaCl) 250 18,5 121
Cloro (mg/L Cl,) <2 1,8 2,6
Coliformes totais (NMP/100mL) <2 0,3 0,3
Coliformes a45°C fecais
(NMP/100mL) <2 <2 <2
Mesdfilos (UFC/mL) 1x10° 1x10°
Psicrotroficos (UFC/mL) 1x 10° 1x 10°

* Portaria 518/2004 do Ministério da Salide
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2.4.1.2. Caracteristicas ambientais

Os dados referentes a temperatura, umidade e indice pluviométrico de verdo e
inverno dos anos compreendidos entre 1999 a 2002 est&o apresentados nas figuras 3
a6 e9al2 (anexo). Observa-se que as temperaturas registradas tanto no verdo (14 —
30 °C) quanto no inverno (8 — 15 °C) ndo variam muito, mostrando que na regido
avaliada ndo foram observadas variagbes extremas entre essas duas estacoes, a0
longo deste periodo, como se observa normal mente no hemisfério norte.

Ao andlisar os resultados obtidos nos anos de 2003 e 2004 na estacdo do
verdo comparando-a com a estagéo do inverno (figuras 7, 8, 13 e 14) (anexo), nota-se
gue ndo ocorreu interferéncia da estagcéo no grau de contaminagéo dos ambientes nos
dois sistemas de criacdo por ambos 0s microrganismos. Resultados contrarios foram
observados por JACOBS-REITSMA et a. (1994), WEDDERKOPP et a. (2001) e
BOUWKNEGT et a. (2004), em que a incidéncia da microbiota de Campylobacter
spp. foi maior no veréo.

Uma alta incidéncia de Campylobacter spp. e de Enterococcus spp., na
estacéo do inverno ndo é tipica, uma vez que, esta estacdo € caracterizada por baixas
temperaturas, sendo esta limitante a0 desenvolvimento desses microrganismos.
Portanto, a auséncia de diferenca nos indices de contaminacdo das duas estacOes é
justificada pelo fato que nas nossas condicBes ndo foi possivel detectar grandes
diferencas de temperaturas entre as duas estagdes. Ao avaliar dados meteorol 6gicos
dos ultimos 5 anos, percebe-se que a diferenca da amplitude térmica entre as estactes
de verdo e de inverno ndo é tao acentuada, sendo possivel o desenvolvimento desses
microrganismos nestas estagdes. No periodo da coleta (inverno de 2003 e verdo de
2004) ocorreu um inverno atipico, onde houve a incidéncia de temperaturas maiores

do que normalmente ocorre.

2.4.2. Prevaléncia de Campylobacter spp. e de Enterococcus spp. em diferentes
fases de criacdo de frango de corte em dois sistemas de criacao:
convencional e automatizado na estacao de inverno

Campylobacter spp. e Enterococcus spp. ndo foram detectados nas andlises
realizadas ap6s o periodo de vazio sanitario do galpédo, nos dois sistemas de criagao.
E condicdo essencial para garantir a sanidade das aves que o galpdo apresente boas
condicOes de higiene, ao ser preparado para recepcao de um novo lote de aves. Isto

pode ser conseguido com uma boa distribui¢éo da cama e dos equipamentos limpos,
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desinfetados e em perfeitas condic¢des de uso, e com a checagem dos equipamentos
de aguecimento. Deve-se também preparar os circulos de protecdo. Os circulos de
protecdo sdo estruturas formadas de chapas de compensado montadas de forma a
proteger os pintinhos de correntes de ar e evitar que eles se afastem da fonte de
aguecimento, da &gua e do alimento durante os primeiros dias de vida (8 - 15 dias),
sendo distribuidos uniformemente ao longo do gal péo.

Nos dois sistemas de criacdo, os galpbes foram pré-agquecidos, com
temperatura estabilizada pelo menos 24 horas antes da chegada das aves. Agua e
racdo estavam disponiveis para as aves no momento da recepcdo. No galpdo
convencional foram montados trés circulos de protecdo e no galpdo automatizado,
por permitir melhor controle das condi¢bes ambientais, foram montados somente
dois circulos ao longo do comprimento do galpéo.

Os pintinhos foram distribuidos nos circulos de protecdo calmamente, para
evitar quedas. No gapdo convencional a partir do quinto dia aumentou-se a area
circunscrita pelas chapas unindo os circulos em dois. Apés aproximadamente 15 dias
os circulos foram totalmente retirados. No galpdo automatizado os circulos foram
retirados no 15° dia.

A Tabela 3 apresenta a contaminacdo por Campylobacter spp. e por
Enterococcus spp. no galpéo de criacéo de frango de corte em dois sistemas de
criagdo: convencional e automatizado no inverno de 2003. Observou-se que
Campylobacter spp. foi detectado em todos os fatores avaliados nos diferentes
sistemas de criacdo, exceto na dgua de abastecimento.

Tanto no sistema convencional quanto no sistema automatizado constatou-se
que na 1 fase de criagdo (0 - 21 dias), todas as aves avaliadas estavam contaminadas,
sendo as mesmas oriundas de um mesmo incubatério. Apesar dos estudos mostrarem
que a contaminacdo por Campylobacter spp. inicia-se preferencialmente apds a 2°
semana (SMITHERMAN, et al., 1984; GENIGEORGIS et al., 1986; EVANS e
SAYERS, 2000; SAHIN et al., 2001; STERN, et al., 2001), observou-se que nas
nossas condic¢des, a contaminacdo provavelmente, ocorre ja no incubatorio podendo
estar associada a mas condicdes de higiene em algumas etapas do processo de
incubacdo, uma vez gque varios estudos relatam a improvavel contaminaco originada
de transmissdo vertical (DOYLE 1984; GENIGEORGIS et al., 1986; SAHIN et al.,
2001).
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Tabela 3. Prevaléncia (%) de Campylobacter spp. e Enterococcus spp. em galpao de criacéo de frango de corte nas
diferentesfases de criagéo nos sistemas de criagéo convencional e automatizado durante a
estacdo de inverno do ano de 2003.

Sistema Convencional Sistema automatizado

Fatores 0-21dias 22-39dias 40-44dias | 0-21dias 22-39dias 40-44 dias
Cloaca

Campylobacter spp. 100 20 60 100 100 100

Enterococcus spp. 80 ND 100 100 ND 80
Bebedouro

Campylobacter spp. 100 60 40 60 80 ND

Enterococcus spp. 80 ND 100 100 80 80
Cama

Campylobacter spp. 100 60 100 100 100 80

Enterococcus spp. 40 ND 100 60 40 100
Racao

Campylobacter spp. 100 100 ND 100 100 100

Enterococcus spp. 100 ND 100 100 100 100

Camalimpa

Campylobacter spp. 100 * * 100 * *

Enterococcus spp. ND * * ND * *
Agua

Campylobacter spp. ND * * ND * *

Enterococcus spp. ND * * ND * *

* ndo avaliado; ND — N&o detectado



Campylobacter spp. geralmente coloniza o trato gastrointestinal, onde os
microrganismos localizam-se, principamente na mucosa do ceco e da cloaca, néo
causando mudanca patol égica evidente. Uma vez que o microrganismo € isolado de
um lote, rapidamente todas as aves sd0 colonizadas, ocorrendo a disseminagéo do
microrganismo também no ambiente de criacdo (FRANCO, 1988).

Analisando os demais fatores, nota-se que a contaminacdo rapidamente se
espal hou por todo o galpéo.

Esperava-se que, inicialmente, que na cama limpa ndo fosse detectado a
presenca de Campylobacter spp., uma vez que ndo € um meio comum de crescimento
do mesmo. A contaminacdo da serragem utilizada como cama pode ser resultante da
ma estocagem da mesma, em locais improprios, podendo assim favorecer a presenca
de roedores que atuam como carreadores de Campylobacter e outros contaminantes.
Resultados semel hantes foram observados por MONTROSE et al., (1984) em que a
cama com O microrganismo presente, atuou como uma importante fonte de
transmissdo do patdgeno para as aves. O fato da cama limpa se encontrar
contaminada, sugere a possibilidade da mesma atuar como fonte de transmisséo do
patdgeno para o pintinho que chega na granja.

As andlises realizadas na racéo oferecida as aves mostram que esta também se
encontrava contaminada. A fonte dessa contaminac&o pode ser originada na propria
fébrica de producdo, ou ainda, proveniente da contaminacdo cruzada com outras
ragOes de lotes anteriores, uma vez que, o0 silo ndo passa por nenhum processo de
limpeza e desinfeccéo.

Segundo SILVA (2001) a contaminagdo da ragcdo anima tem sido
reconhecida como fonte primaria de infec¢do nos animais, originando grande nimero
de portadores clinicamente sadios, mas potenciais disseminadores de patégenos em
carcagas.

As medidas de controle para evitar contaminacdo da racdo podem ser
exercidas pela sanitizacdo de todo equipamento responsavel pela mistura, estocagem
e transporte da racdo. Devem ser realizada limpeza, higiene e correto manuseio dos
equipamentos de distribuicdo, comedouros e bebedouros, no periodo de criacéo.
Cuidados com higiene pessoal, sapatos, roupas e maos dos funcionarios,
principalmente, se ndo forem exclusivos da area, devem ser constantemente
monitoradas, bem como proibida a circulagdo dos mesmos entre lotes de aves de
idades diferentes (SANTOS, 1998).
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Quando se observa a microbiota de Enterococcus spp., ainda na fase inicial
(Tabela 3), nota-se que no sistema convencional a incidéncia de contaminacéo por
este microrganismo foi menor do que para Campylobacter. Este resultado pode estar
relacionado ao fato de que microrganismos como Enterococcus normamente séo
encontrados no trato intestinal das aves, fazendo parte da microbiota residente
(GIRAFFA, 2002). Portanto, outros microrganismos patogénicos tais como
Campylobacter podem estar colonizando o intestino dessas aves em maior nimero.

Tanto as aves quanto os bebedouros e a cama apresentaram um grau de
contaminacdo menor por Enterococcus spp.. Analisando os resultados, observou-se
gue normalmente a contaminacdo encontrada era maior nos trés primeiros
quadrantes, onde havia maior concentragdo das aves. O fato das aves se
concentrarem em uma determinada area do galpdo pode ser devido as falhas no
sistema de aguecimento, uma vez que, nessa fase inicial elas sGo mais exigentes
guanto a temperatura étima. O sistema de aguecimento utilizado nessa granja era por
campanulas convencionais que servem como fonte de aguecimento dos pintos nos
primeiros dias de vida e podem ser fixadas ab madeiramento do aviério por meio de
corrente ou adaptada ao sistema de catracas. A regulagem da temperatura podera ser
feita elevando-a ou abaixando-a em relacdo ao nivel do piso. Portanto, o
comportamento dos pintos € um indicador satisfatério da adequada temperatura da
campanula. Os pintos devem estar homogeneamente espal hados dentro do circulo de
protecdo. A temperatura sob a campanula deve ser de 32 °C. Outro fator que pode ter
levado a0 amontoamento das aves em determinada érea € a entrada de correntes de ar
dentro do galpdo. Este fato pode ter ocorrido, principalmente devido as condices
precérias, ou sgja, existéncia de vérios orificios, das cortinas utilizadas no galpéo.

Observa-se que 0 mesmo n&o ocorreu no sistema automatizado, sendo que a
contaminacdo por esses dois microrganismos foi igual em todos os fatores avaliados,
exceto na cama limpa e na agua de abastecimento da granja, onde Enterococcus spp.
ndo estava presente. Novamente as aves se concentravam mais nos trés primeiros
quadrantes, podendo também estar associado as falhas no sistema de aquecimento. O
sistema de aguecimento desse galpdo era de agquecimento do galpéo inteiro, sendo
gue criava-se um gradiente de temperatura que empurrava o ar quente (originado das
campanulas a gés) para dentro do aviario através de um ou mais pontos.

Ao avaliar a prevaléncia de Campylobacter spp. e de Enterococcus spp. na 2*

fase de criacdo (21 - 39 dias), para 0 sistema convencional notou-se que ocorreu
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reducéo do isolamento da microbiota de Campylobacter spp. nas aves (Tabela 3).
Essa reducéo pode estar relacionada ao quadro de diarréia apresentado pelas mesmas
nesta fase. Segundo informagtes obtidas junto ao funcionario da granja essa diarréia
durou cerca de uma semana, sendo administrado um antibiético para controle da
mesma. Enterococcus spp. ndo foi detectado nessa fase de criagcdo, novamente
podendo estar associada a presenca da diarréia e o uso de medicacéo (Tabela 3).

Os resultados indicam que a menor incidéncia de Campylobacter spp. e a
ndo deteccdo de Enterococcus spp. podem estar associadas a col onizagéo do intestino
dessas aves, por outro microrganismo ou parasita oportunista, favorecendo uma
competicdo entre os diferentes grupos. Assim, o0 desenvolvimento desses
microrganismos ficou limitado, possivelmente por serem maus competidores, ou
sgja, as condicbes adversas limitam facilmente seu desenvolvimento. Estudos
também demonstram que um declinio no nimero de aves eliminando Campyl obacter
spp. apos 19° dia de criagdo, pode ser resultante do desenvolvimento de resisténcia
das aves ou ainda desenvolvimento da microflora intestinal endégena, como
Lactobacillus, que sdo predominantes apds 14° dia. Lactobacillus acidophilus,
Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli tém sido efetivos contra a colonizacdo de
C. jguni em estudos de exclusdo competitiva (ACHEN, et al., 1998).

Ao observar os dados referentes ao sistema automatizado, percebe-se que
microbiota de Campylobacter spp. persistiu em todo o ambiente de criacdo nos
diferentes fatores avaliados (Tabela 3). Ja na microbiota de Enterococcus spp.
ocorreu reducdo, ndo sendo possivel detectar a presenca do microrganismo nas aves.
Ainda nesse periodo de criagcdo, novamente as aves apresentaram quadro de diarréia,
sendo utilizada a mesma medicagdo do sistema convencional. Portanto, a nao
deteccdo de Enterococcus spp. nos swabs das cloacas pode estar associada a
colonizagdo em maior grau do intestino dessas aves por outros microrganismos, uma
vez que, Enterococcus spp. por fazerem parte da microbiota residente, podem ter
sido suprimido por outros microrganismos menos exigentes. Apesar das aves néo
apresentarem contaminacdo por Enterococcus spp., a deteccdo destes nos
bebedouros, na cama e na racdo é resultante da presenca do mesmo desde o inicio do
periodo de criacéo (Tabela 3).

Na 3% fase de criagdo (39 - 44 dias) no sistema convencional, nota-se que a
microbiota de Campylobacter spp. e de Enterococcus spp. voltou a ser detectada nas
aves, quando comparado aquelas da 2° fase (Tabela 3). Esse resultado pode ser
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justificado pelo controle da diarréia, eliminando assim a flora competidora e
supressdo do antibidtico, estando as aves com aspecto fisico mais saudavel.
Novamente observa-se a extensdo da contaminagdo nos bebedouros e na cama.

Na andlise da racdo fina oferecida as aves foi possivel observar
contaminacdo somente por Enterococcus spp.

No sistema automatizado ao avaliar os diferentes fatores constatou-se que
ocorreu uma persisténcia na microbiota de Campylobacter spp. A mesma observacéo
do sistema convencional pode ser feita para a microbiota de Enterococcus spp., em
que foi possivel detectar novamente a presenca do microrganismo nas aves avaliadas,

podendo ser justificado pelo controle da diarréia (Tabela 3).

2.4.3. Prevaléncia de Campylobacter spp. e Enterococcus spp. em difer entes fases
de criacéao de frango de corte em dois sistemas de criagdo: convencional e
automatizado na estacéo de ver éo

A Tabela 4 mostra a prevaléncia de Campylobacter spp. e de Enterococcus
spp. em galpdo de criagdo de frango de corte nos sistemas convencional e
automatizado no verdo de 2004.

Na 1% fase de criagdo (0-21 dias) resultados semelhantes aos encontrados na
estacdo de inverno foram obtidos, sendo que as aves aojadas no verdo, também
apresentavam alta prevaléncia de contaminagdo por Campylobacter spp. e por
Enterococcus spp. em ambos os sistemas de criagéo (Tabela 4). A alta contaminagao
detectada nos bebedouros e na cama é resultante da presenca de aves contaminadas
no ambiente de criago.

Estudos mostram que Campylobacter spp. pode sobreviver por periodos
extensos no ambiente e nas aves, desta forma padrdes higiénicos deficientes podem
permitir a disseminagdo e infeccdo de novos lotes ao persistir em ciclos de producéo
sucessivos (ONO e YAMAMOTO, 1999).
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Tabela 4. Prevaléncia (%) de Campylobacter spp. e Enterococcus spp. em galpéo de criagdo de frango
de corte nas diferentes fases de criagdo nos sistemas de criagdo convencional e
automatizado durante a estacdo de ver &o do ano de 2004.

Sistema Convencional Sistema automatizado
Fatores 0-21dias 22-39dias 40-49dias| 0-21dias 22-39 dias 40-49 dias

Cloaca

Campylobacter spp. 60 100 60 100 100 100

Enterococcus spp. 60 100 100 100 80 100
Bebedouro

Campylobacter spp. 60 100 80 100 100 80

Enterococcus spp. 40 100 100 100 80 80
Cama

Campylobacter spp. 100 100 100 100 100 100

Enterococcus spp. 40 40 100 100 40 100
Racao

Campylobacter spp. ND 100 100 100 100 100

Enterococcus spp. 100 100 100 100 100 100
Camalimpa

Campylobacter spp. 100 * * 100 * *

Enterococcus spp. 100 * * 100 * *
Agua

Campylobacter spp. ND " " ND * *

Enterococcus spp. ND " " ND " "

* ndo avaliado; ND- Ndo detectado



Esperava-se que, inicialmente, a cama limpa néo estivesse contaminada, uma
vez que, ndo é um meio comum de crescimento de Campylobacter spp. e de
Enterococcus spp. Portanto, a contaminagcdo da cama limpa pode ser resultante da
contaminacdo da serragem usada no sistema convencional e da casca de café usada
no sistema automatizado por roedores, animais contaminados ou ainda mas
condicdes de estocagem dos materiais utilizados. Ndo foi possivel detectar a
presenca de Campylobacter na ragdo, sendo encontrado somente Enterococcus. Ja no
sistema automatizado a ragdo inicial encontrava-se contaminada por ambos 0s
microrgani smos.

Na 2% fase (21 - 39 dias) e 3* fase (39 - 49 dias) tanto no sistema convencional
quanto automatizado a contaminacdo por Campylobacter spp. e por Enterococcus
Spp. persistiu em todos os fatores avaliados (Tabela 4).

Notou-se ainda que no sistema convencional a contaminagdo aumentou a
partir da 2° fase, podendo estar associada a entrada de ar e insetos durante o periodo
em que as cortinas sdo recolhidas para renovacdo do ar dentro do galpdo. O ar e 0s

insetos podem atuar como carreadores de microrgani Smos.

2.4.4. | dentificacdo Bioquimica
2.4.4.1. Campylobacter spp.

Os resultados da identificac8o bioquimica quanto ao género revelaram que as
cepas avaiadas eram Gram-negativas, catalase positivas, reduziram o nitrato e
apresentaram reacdo positiva no teste de acetato de chumbo, ocorrendo o
escurecimento da tira. Observou-se também gue todas as cepas identificadas como
Campylobacter nas estagbes de inverno e de verdo hidrolisaram o hipurato, sendo

portanto, identificadas como C. jejuni.

2.4.4.2. Enterococcus spp.

Na identificacdo bioquimica quanto a confirmacdo do género, as cepas foram
identificadas como do género Enterococcus, uma vez que foi possivel visualizar a
mudanca de coloracdo do meio de amarelo para verde, resultante da quebra do
substrato X GLU chromogénio pela enzima b-D glucosidase. 90 % das cepas

isoladas foram E. faecium apresentando resultado negativo para o teste de tolerancia
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ao telurito e teste de utilizacdo do piruvato. Somente 10 % das cepas avaliadas foram
identificadas como E. faecalis.

Esses resultados estdo em concordancia com a literatura em que estudos
revelam que em frango de corte as espécies de ocorréncia mais freqliente sdo
C.jguni, C. cali, E. faecium e E. faecalis (SOLOMON e HOOVER, 1999; FRANZ et
al., 1999).
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2.5. CONCLUSOES

N&o ocorreu interferéncia da estacdo do ano no grau de contaminacéo por
Campylobacter e Enterococcus dos ambientes nos sistemas de criagdo convencional
e automatizado pelos resultados obtidos na avaliagdo meteoroldgica da regido onde
as granjas estdo localizadas.

Enterococcus spp. e Campylobacter spp. ndo foram detectados nas analises
realizadas ap6s o periodo de vazio sanitario do galpdo, nos dois sistemas de criagao.
E condicdo essencial para garantir a sanidade das aves que o galp&o apresente boas
condicOes de higiene, a0 ser preparado para recepcdo de um novo lote de aves.
Notou-se também que, a agua de abastecimento fornecida nos dois sistemas de
criagdo ndo apresentou contaminacao por Campyl obacter spp. e Enterococcus spp.

Observou-se ainda que independente do sistema de criagao utilizado e estacdo
do ano, foi possivel detectar Campylobacter spp. e Enterococcus spp. ao longo do
periodo de criacdo das aves. Na identificacdo bioquimica, as cepas de Campylobacter
foram identificadas como C. jguni. Ja em relacdo as cepas de Enterococcus, 90%
dosisolados foram E. faeciume 10 % E. faecalis.

Portanto, medidas de controle devem ser tomadas visando reduzir a
contaminagdo com estes patdgenos desde o incubatério, na granja e na industria de
processamento, de tal forma que a criagdo de um programa de treinamento de méo de
obra e a adocdo de boas praticas agropecudrias possa interromper ou minimizar o

ciclo de contaminagao dos patdgenos.
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A/B: periodo de coleta de amostras na granja convencional;

B/C: periodo de coleta de amostras na granja automatizada.
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Figura 11. Dados meteorol 6gicos do inverno de 2001 da Cidade de Vigosa
Fonte: Estacdo Meteorol 6gica da Universidade Federal de Vigosa
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Figura 12. Dados meteorol 6gicos do inverno de 2002 da Cidade de Vicosa
Fonte: Estacdo Meteorol 6gica da Universidade Federal de Vigosa
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Figura 14. Dados meteorol 6gicos do inverno de 2004 da Cidade de Vicosa
Fonte: Estacdo Meteorol 6gica da Universidade Federal de Vigosa
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Tabela 5. Prevaléncia (%) de Campylobacter spp. e Enterococcus spp. nos
diferentes quadrantes em galpéo de criacdo de frango de corte nas
diferentes fases de criacdo no sistema convencional durante a
estacdo de inverno de ano de 2003

Fatores 0-21 dias 22-39 dias 40-44 dias

10 20 3Q 4Q 5Q 1Q 2Q 3Q 4Q 5Q 1Q 2Q 3Q 4Q 5Q
Cloaca
C. spp. 100 100 100 100 100 20 ND ND ND ND 60 60 60 ND ND
E. spp. 80 80 ND 80 80 ND ND ND ND ND 100 100 100 100 100
Bebedouro
C. spp. 100 100 100 100 100 60 60 ©60 ND ND 40 40 ND ND ND
E. spp. 80 80 80 80 ND ND ND ND ND ND 100 100 100 100 100
Cama
C. spp. 100 100 100 100 100 60 60 60 ND ND 100 100 100 100 100
E. spp. 40 ND 40 ND ND ND ND ND ND ND 100 100 100 100 100

ND- Ndo detectado

Tabela 6. Prevaléncia (%) de Campylobacter e Enterococcus nos diferentes
quadrantes em galpao de criacdo de frango de corte nas diferentes
fases de criacdo no sistema convencional durante a estacdo de ver&o

de ano de 2004
Fatores 0-21 dias 22-39 dias 40-49 dias

10 2Q 3Q 4Q 5Q 1Q 2Q 3Q 4Q 5Q 1Q 2Q 3Q 4Q 5Q
Cloaca
C. spp. 60 60 60 ND ND 100 100 100 100 100 60 60 60 ND ND
E. spp. 60 60 60 ND ND 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Bebedouro
C. spp. 60 60 60 ND ND 100 100 100 100 100 80 80 80 ND 80
E. spp. 40 40 ND ND ND 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Cama
C. spp. 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
E. spp. 40 ND 40 ND ND 40 40 ND ND ND 100 100 100 100 100

ND- N&o detectado

94



Tabela 7. Prevaléncia (%) de Campylobacter e Enterococcus nos diferentes
quadrantes em galpao de criacdo de frango de corte nas diferentes
fases de criagdo no sistema automatizado durante a estacdo de

inverno de ano de 2003
Fatores 0-21 dias 22-39 dias 40-44 dias

1Q 2Q 3Q 4Q 5Q 1Q 2Q 3Q 4Q 5Q 1Q 2Q 3Q 4Q 5Q
Cloaca
C. spp. 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
E. spp. 100 100 100 100 100 ND ND ND ND ND 8 80 80 80 ND
Bebedouro
C. spp. 60 60 60 ND ND 8 80 80 80 ND ND ND ND ND ND
E. spp. 100 100 100 100 100 80 80 80 80 ND 80 80 80 80 ND
Cama
C. spp. 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 80 80 80 80 ND
E. spp. 60 60 60 ND ND 40 40 ND ND ND 100 100 100 100 100

ND- Ndo detectado

Tabela 8. Prevaléncia (%) de Campylobacter e Enterococcus nos diferentes
guadrantes em galpao de criacdo de frango de corte nas diferentes
fases de criagcdo no sistema automatizado durante a estacdo de ver &o

de ano de 2004
Fatores 0-21dias 22-39 dias 40-49 dias

10 20 3Q 4Q 5Q 1Q 20Q 3Q 4Q 5Q 1Q 2Q 3Q 4Q 5Q
Cloaca
C. spp. 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
E. spp. 100 100 100 100 100 100 100 100 100 ND 100 100 100 100 100
Bebedouro
C. spp. 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 80 80 80 80 ND
E. spp. 100 100 100 100 100 100 100 100 100 ND 80 80 80 80 ND
Cama
C. spp. 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
E. spp. 100 100 100 100 100 40 40 ND ND ND 100 100 100 100 100

ND- N&o detectado
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CAPITULO 3
PERFIL DE RESISTENCIA DE Campylobacter jejuni E Enterococcus faecium e
Enterococcus faecalis | SOLADOS DO AMBIENTE DE CRIACAO DE
FRANGOSDE CORTE A DIFERENTESANTIBIOTICOS

3.1. INTRODUCAO

O surgimento dos antibidticos causou verdadeira revolugdo na medicina,
alterando dramaticamente o resultado da luta contra os microrganismos. Os primeiros
antibiéticos foram isolados de fontes naturais (microrganismos Vvivos como
leveduras, fungos e bactérias), sendo que atualmente muitos sdo sintetizados por
fermentagdes microbianas. S&0 produtos do metabolismo secundério de aguns
microrganismos, seus mecanismos de acdo sdo variados tendo como avo diferentes
funcdes celulares. O efeito dessas substancias € de eliminacdo ou inibicdo, sendo que
aquelas consideradas de amplo espectro inibem bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas (BROCK et al., 2000).

Os antibidticos sdo utilizados tanto na terapia humana quanto animal. Na
medicina veterinaria sdo usados em doses preventivas ou curativas para combater
infeccbes. As substancias mais utilizadas nos tratamentos de animais sdo: penicilina,
estreptomicina, ampiciling, tetracicling, e sulfonamidas. Os antibidticos também
podem ser usados como promotores do crescimento, pois atuam no intestino
selecionando a microbiota intestinal e, eliminam microrganismos produtores de
toxinas (BENICIO, 1996).
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Uma parcela do aumento das infecgbes de origem aimentar pode ser
atribuida ao freqUente isolamento de cepas resistentes a antibiodticos em humanos e
animais. Tal resisténcia parece estar associada ao uso dos mesmos na alimentacéo
animal. Seu uso como promotores de crescimento em espécies domésticas como 0
frango de corte, mesmo em baixas dosagens tem levado ao aparecimento, de cepas
resistentes na microbiota intestinal .

Portanto, atualmente a ocorréncia de microrganismos resistentes a
antibidticos tem sido considerada uma questéo de salde publica, recebendo atencéo
tanto de organizacBes nacionais e internacionais tais como a Agéncia Naciona de
Vigilancia Sanitéria (ANVISA), a Organizacdo Mundia de Salde (OMS), a
Organizacdo Mundia para a Salde Anima (OIE) e o Codex Alimentarius. O
aparecimento e a disseminagao destes microrganismos resistentes podem dificultar o
tratamento de infecgbes humanas, aumentando o0s custos do tratamento e as taxas de
morbidade e mortalidade na populacdo humana.

Medidas de controle devem ser tomadas visando auxiliar no controle da
disseminacéo de resisténcia de microrganismos tanto para 0 homem quanto para os
animais. Trabalhos devem ser realizados no sentido de conscientizar a populacdo
pela busca de orientagtes e informagdes em relacdo a qualidade do alimento que se
consome; por uma terapia adequada, pela prescricdo correta de antibiéticos e por
uma maior fiscalizagdo na aquisicdo dessas drogas sem orientacdo de um profissional
capacitado. Outras medidas a serem adotadas seria 0 uso restrito de antibidticos em
animais de producéo e a adocdo de um programa de monitoramento da resisténcia
dos principais patégenos que podem ser vei culados por alimentos.

Dentro deste contexto, este estudo teve por objetivo avaliar o grau de resisténcia
de Campylobacter jguni, Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis isolados do

ambiente de criacdo de frango de corte a diferentes antibioticos.
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3.2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.2.1. Uso de promotores de crescimento na producao de frango de corte

A populagdo bacteriana no trato gastrointestina de frangos de corte é
qualitativamente e quantitativamente ampla. Apds a eclosdo, o trato gastrointestinal é
rapidamente colonizado (MARCH, 1979). SALANITRO et a. (1978) observaram
gue nos primeiros 4 dias o intestino delgado e o ceco de aves sdo particularmente
colonizados por Sreptococcus e Enterococcus. Aproximadamente 85 % dos
organismos isolados do duodeno, ileo e ceco sdo Gram-positivos. A maioria das
bactérias do intestino delgado sdo anaerdbias facultativas, ao passo que as bactérias
anaerébias edtritas incluem a maor parte da microbiota cecal (Tabela 1)
(SALANITRO et al. 1978).

Tabela 1. Distribuicdo de bactériasintestinais em frangos de corte.

Bactérias Intestino

Nome Duodeno Jgjuno fleo Ceco
Streptococcus 36.6 8.9 16.8 0.7
Saphylococcus 04 - 05 -
Lactobacillus 19 33.8 59 -
Escherichia coli 54 33 147 -
Cocos Anagerdbios 1.8 0.9 05 142
Eubacterium 26.4 22.6 78 60.6
Propionibacterium 0.3 04 - -
Clostridium 1.8 0.4 - 2.1
Gemminger 15 - - 34
Fusobacterium 37 - 05 6.2
Bacterdides - - - 12.8
Anaerébios facultativos 61.4 75.7 91 0.7
Anaerdbios 38.6 24.3 9 99.3

Adaptado de SALANITRO et al. 1978.
A microbiota no trato gastrointestinal € responsavel por importantes funcdes

no organismo da ave. No papo esta presente uma populacdo de Lactobacillus que
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podem trazer beneficios a ave, pois, controlam a multiplicacdo de bactérias
indesgdveis através da reducdo do pH (MARCH, 1979). Acreditase que a
quantidade significativa de amido seja digerido no papo do frango como resultado da
acao bacteriana (DUKES, 1993).

Existem algumas bactérias normalmente presentes no trato gastrointestinal
gue possuem a capacidade de sintetizar vitaminas do complexo B e vitamina K
(MARCH, 1979).

A presenca da microbiota ndo patogénica no trato digestivo afeta a absor¢éo
de &cidos graxos de cadeia longa, como o pamitico e estearico. Alguns
microrganismos possuem a habilidade de desconjugar e desidroxilar os sais biliares
(MACNAB, 1973).

Normamente a flora microbiana se encontra em equilibrio e qualquer
mudanca nesta proporcdo € potencialmente causadora de baixo desempenho
produtivo e infecgbes intestinais. Provavelmente, bactérias patogénicas estdo
presentes no intestino por toda a vida da ave, mas somente quando surge um fator
que altera o ambiente a seu favor é que ocorre a proliferacdo até um ndmero
suficiente para produzir um sintoma clinico (MARCH, 1979).

Alguns fatores como idade, resposta imune, dieta, administracdo oral de
antibidticos e quimiotergpicos podem ser responsaveis pela alteracdo da microbiota
intestinal normal (SOARES, 1996).

O uso de agentes antimicrobianos como aditivos as ragbes para prevenir ou
controlar doencas, estimular o crescimento e melhorar a converséo alimentar tem
sido pratica comum na avicultura industrial ha quase 50 anos. Quando usados em
niveis subterapéuticos em ragdes de animais proporcionam aumento no ganho de
peso, melhora na conversdo alimentar e reducdo na mortalidade. Desta forma séo
classificados como microingrediente alimentar, pertencendo a classe dos pré-
nutrientes e do grupo dos promotores de crescimento. A industria animal tem
passado por mudancas significativas nos ultimos anos, ndo somente no ambito
nacional como mundial. Existe uma grande pressdo quanto a seguranca do uso dos
promotores de crescimento em relacdo a salide humana. A avicultura moderna tem se
caracterizado pela alta densidade de criacdo expondo a ave a um contato maior aos
antigenos, aumentando o desafio microbiano (IAFIGLIOLA, 2000).

O modo de agéo pelo quais os promotores de crescimento agem vem sendo

estudado desde a década de 50, tendo sido propostos inUmeros mecanismos para
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explicar o efeito promotor do crescimento dessas substancias; contudo, o modo de
acdo ainda ndo esta totalmente elucidado. Baseando-se em dados resumidos por
varios autores, pode-se dizer que 0s promotores de crescimento exercem os seguintes
efeitos sobre o crescimento e producéo (IAFIGLIOLA, 2000):

1. Efeito metabdlico: por este mecanismo os promotores de crescimento, de alguma
forma, afetam diretamente a taxa ou o padréo de processos metabdlicos do animal.
Esse modo de acéo parece ndo ser apropriado para aqueles agentes antimicrobianos
gue ndo sdo absorvidos e que permanecem na luz do trato intestinal, a ndo ser que a
acao ocorra sobre as células do epitélio intestina afetando a absorcéo de nutrientes
(CROMWELL, 1991).

2. Efeito nutricional: propde que os promotores de crescimento possam reduzir as
necessi dades de certos nutrientes das seguintes formas:

v' Estimulando o crescimento de certos microrganismos que sintetizam vitaminas
OU amino&cidos;

v" Aumentando a disponibilidade de nutrientes pela formacdo de quelatos;

v Diminuindo os organismos que competem com o animal por nutrientes.

3. Efeito no controle de doencas. através da eliminacdo dos microrganismos
causadores de manifestacdes clinicas ou subclinicas de doencas, que provocam o
declinio no ritmo de crescimento.

4. Efeito protetor: Através dos quais os promotores de crescimento podem inibir o
crescimento de organismos produtores de toxinas. O aumento na taxa do turnover
celular resulta na eliminacéo muito rapida dos enterdcitos, portanto as células jovens
ndo expressam sua capacidade méxima para secretar enzimas, digerir ou absorver
nutrientes. A menor quantidade de nutrientes absorvidos pelo animal resulta em
maior producdo de toxina bacteriana. Essa toxina muitas vezes é absorvida e
biotransformada pelo figado resultando em um aumento do 6rgéo, dos hepatocitos e
do turnover celular hepético (BENICIO, 1996).

Atualmente 0 uso de antibiticos como promotores de crescimento na
aimentacdo animal vem sendo discutida incessantemente em todo o mundo. E um
assunto polémico e controverso. Os dois pontos mais probleméticos que envolvem o
uso desses promotores de crescimento € a preocupacdo com a transferéncia de
bactérias resistentes aos antibi6ticos para seres humanos e também com a selecéo de
bactérias resistentes em humanos através de residuos na carne.
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Na Unido Européia, os promotores de crescimento usados na racéo animal
sd0 estritamente controlados pela legislagdo. A Organizacdo Mundial de Salde
(OMYS) reafirmou em uma conferéncia realizada em Berlim, na Alemanha, em 1997
que “0 uso de qualquer promotor de crescimento deve ser proibido se for usado em
terapéutica humana’ (ERPELDING, 1999).

A Unido Européia suspendeu 0 uso de avoparcina, Virginiamicina,
espiramicina, tilosina e bacitracina de zinco como promotores de crescimento
tentando, minimizar a selecdo de bactérias resistentes de interesse humano. Decretou
ainda o banimento de monensina, salinomicina, flavomicina e avilamicina a partir de
janeiro de 2006 (NETO, 2005).

O uso da avoparcina levou ao aparecimento de cepas de Enterococcus
resistentes a vancomicina (VRE) em animais de producdo, resultando numa possivel
transferéncia de resisténcia ao antibidtico vancomicina. Vancomicina é usada na
terapéutica humana h& muitos anos, sendo eficaz contra Enterococcus 0s quais
causam infecgBes em pacientes com deficiénciaimunol égica (MUDD, 1997).

No Brasil, ja foi banido das ragfes, o uso de nitrofurazona, furazolidona e
cloranfenicol (Portaria DAS/IMA n° 448 de 10 de setembro de 1998), avoparcina
(Portaria SVS/IMS n° 819 de 16 de outubro de 1998), penicilina, oxitetraciclina e
clortetraciclina como promotores de crescimento (Portaria SVS/IMA n° 159 de 23 de
junho de 1992) (MARQUES, 2004).

A preocupacao com 0 uso de antibidticos € cada vez mais evidente, uma vez
gue o Brasil é um importante exportador de produtos de origem animal, podendo
sofrer sancOes por estar empregando na alimentacdo animal drogas proibidas por
outros paises.

Os antibidticos, para serem aceitos e empregados como promotores de
crescimento, devem satisfazer certos requisitos (BENICIO, 1996; BUTOLO, 1998):
1. Mehorar o desempenho da maneira efetiva e econdmica
2. Ser atuantes em peguenas dosagens
3. N&o devem apresentar resisténcia cruzada com outros microingredientes de
alimentacdo
4. N&o devem ter efeitos deletérios ao ambiente
N&o devem ser absorvidos pelo trato gastrointestinal
N&o devem estar envolvidos em transferéncia de resisténcia
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7. Na&o devem deixar residuos na carcaca
Devem permitir a manutencao da flora gastrointestinal normal

9. N&o podem ser tOxicos para 0s animais € a0 ser humano nas dosagens
recomendadas

10. N&o podem ser mutagénicos ou carcinogénicos

Segundo o Compéndio Brasileiro de Alimentagdo Anima (1998), os
antibidticos e quimioterdpicos mais usados no Brasil como promotor de crescimento
foram: &cido 3-nitro, avilamicina, bacitracina, carbadox, colistina, enramicina,
flavomicina, halquinol, lasalocida, lincomicina, monensina, nitrovin, olanquidox,
tiamuling, tilosina e virginiamicina (IAFIGLIOLA, 2000).

O uso de antibidticos na alimentacdo animal pode causar problemas naterapia
de infecgdes em animais devido a selecdo para resisténcia entre bactérias patogénicas
para 0s mesmos. Adicionalmente, os animais freglentemente abrigam bactérias
patogénicas ao homem em seu trato gastrointestinal: agentes zoondticos (Salmonella,
Campylobacter, Yersinia, Listeria, E. coli). O desenvolvimento de resisténcia destas
bactérias zoondticas constitui um perigo de salde publica, devido ao insucesso nos
tratamentos das infecgbes primeiramente por aumentar o risco de falhas nos
tratamentos das doencas, mas também por permitir a aquisicdo de elementos
genéticos transmissivels, que podem afetar outras propriedades assm como a
habilidade para colonizar um hospedeiro ou persistir no campo ou ainda no ambiente
de processamento (AaRESTRUP e WEGENER, 1999). A utilizacdo de antibi6ticos
como promotores de crescimento em espécies domeésticas como o frango de corte,
mesmo em baixas dosagens tem levado ao aparecimento, de linhagens resistentes a
antibidticos na microbiota intestinal (AaRESTRUP, 1999; AaRESTRUP e
WEGENER, 1999).

As estruturas de alguns promotores de crescimento, como avoparcina,
virginiamicina, tilosina e avilamicina, sdo semelhantes as estruturas de antibioticos
de Ultima geracdo desenvolvidos para uso humano, tais como, vancomicina,
quinupristina-dalfopristina, eritromicina e ziracina, respectivamente (Tabela 2). O
estabelecimento de programas de monitoramento do consumo de antibidticos e a
ocorréncia de resisténcia em humanos e animais faz-se necessario, visando evitar o
uso indiscriminado destes antibiéticos na producdo animal (AaRESTRUP et al.,
1998; WITTE, 2000b).
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Tabela 2. Antimicrobianos usados como promotor es de crescimento

Espectro Resisténcia
Substancia Reabsorcdo  Atividade da cruzada com
entérica bacteriana  atividade outros
antimicrobianos
Quinoxalina + Bactericida Gram+ N&o demonstrado
(Olaguindox) Gram -
Glicopeptideos - Bacteriostédtico Gram + Vancomicina,
(Avoparcina) Teicoplanina
lonoforos -[+ Bactericida Gram + N&o demonstrado
(monensina,
salinomicina)
Macrolideos -+ Bacteriostético Gram + Macrolideos
(Tilosina)
Streptograminas - Bacteriostético Gram + Outras
(Virginiamicing) streptograminas,
macrolideos
Polipeptidio - Bactericida Gram + N&o demonstrado
Bacitracinade Zn
Oligossacarideo - Bactericida Gram + Everninomicina
(Avilamicina)

Fonte; WITTE, 2000b.

3.2.2. Importéancia e principais mecanismos de acdo dos antibioéticos

Os mecanismos de acdo dos antibioticos podem ser resumidos em: inibicdo da
sintese da parede celular de bactérias;, dano a membrana celular; inibicgo da sintese
protéica; inibicdo da sintese de acidos nuclécos (TORTORA et al., 2000).

v'Inibicado da sintese da parede celular de bactérias

Os antibidticos que atuam na inibicdo da sintese da parede celular sdo
seletivos, uma vez que, interferem no D-aanyl-D-aanina, que é um dipeptideo
requerido na sintese do peptidioglicano da parede celular. A integridade da célula
bacteriana é assegurada pela parede celular, pois esta confere rigidez, forma e
mantém a tonicidade do meio interno da célula. A composicdo da parede é variavel,
dependendo se bactéria é Gram-positiva ou Gram-negativa. O peptidioglicano
encontrado na parede de ambas as classes de bactérias é constituido de monémeros
formados por N-acetil glicosamina e acido N-acetilmurdmico (TORTORA et al.,
2000). Podem ser citadas como exemplos de antibiéticos que inibem a sintese de
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parede celular, as penicilinas naturais e semi-sintéticas (grupo dos b lactamicos).
Durante o processo de replicacdo bacteriana, o antibidtico inibe as enzimas que
fazem a ligac8o entre as cadeias peptidicas, impedindo, portanto, o desenvolvimento
da estrutura normal do peptidoglicano. Estas enzimas, transpeptidase,
carboxipeptidase e endopeptidase, localizam-se logo abaixo da parede celular e séo
denominadas de "proteinas ligadoras de penicilina’ (penicillin-binding proteins —
PBPs). A habilidade de penetrar na parede celular e 0 grau de afinidade destas
proteinas com a penicilina determinam a sua atividade antibacteriana. As bactérias,
por sua vez, diferem na sua composi¢ao quanto ao tipo e a concentracdo de PBPs g,
conseguientemente, quanto a permeabilidade de suas paredes celulares ao antibidtico.
Apenas células em crescimento ativo sdo afetadas pelo antibidtico, desta forma, tém-
se simultaneamente diferentes graus de suscetibilidade bacteriana ao mesmo (YAN e
GILBERT, 2004).

O termo penicilina refereese a um grupo de mais de 50 antibidticos
guimicamente relacionados. Todos possuem em comum uma estrutura central
contendo um anel b-lactédmico denominado nicleo. Suas moléculas sdo diferenciadas
pelas cadeias laterais quimicas ligadas ao nucleo. Podem ser produzidas tanto de
forma natural como sintética. As penicilinas naturais sdo extraidas da cultura do
fungo Penicillium (penicilina G e V). As semi-sintéticas foram desenvolvidas de
duas formas: a) pelainterrupcdo da sintese de penicilina e obtencdo apenas do nucleo
da penicilina comum para uso; e b) remoc¢ao das cadeias laterais a partir da molécula
natural completa e adi¢do quimica de outras cadeias laterais (BROCK et a., 2000).

Antibidticos polipeptidicos também interferem com a sintese do
peptidioglicano. Com exemplo desse antibidtico tem-se a bacitracina e a
vancomicina sendo ambos efetivos principalmente contra bactérias gram-positivas,
tais como estafilococos e estreptococos (BROCK et a., 2000).

v'Dano a membrana celular

Os antibiéticos que causam dano a membrana celular promovem mudancas
na sua permeabilidade. Estas mudancas resultam na perda de metabdlitos importantes
da célula microbiana. S80 menos comuns do que outros tipos de antibiéticos. Como
representante desse grupo temos a polimixina B que causa a ruptura da membrana
plasmatica por ligacdo aos fosfolipideos da membrana (TORTORA et a., 2000).

v'Inibicéo da sintese de proteinas
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A estrutura do ribossomo € responsavel pela toxicidade seletiva aos
antibidticos que afetam a sintese de proteinas. Os principais representantes deste
grupo de antibidtico sdo o cloranfenicol, a eritromicina, as tetraciclinas e a
gentamicina (aminoglicosideos).

O cloranfenicol € um antibidtico bacteriostatico com amplo espectro.
Penetra com facilidade pela parede microbiana, ndo exigindo um mecanismo de
transporte que consuma energia e desta forma atinge seu avo de agdo. No
citoplasma, o antibidtico liga-se a subunidade 50S do ribossomo procarioto 70S, e
com isso impede a perfeita acdo do RNA-t que é fundamental para a sintese protéica.
Deste modo, o cloranfenicol inibe a formacdo de ligacBes peptidicas durante o
alongamento da cadeia polipeptidica (TORTORA et a., 2000).

A eritromicina faz parte de um grupo de antibidticos denominados de
macrolideos devido a presenca de um anel lactona macrociclico. Este antibiético
também reage com a subunidade 50S do ribossomo 70S, apresentando um estreito
espectro de atividade, afetando principal mente bactérias gram-positivas.

As tetraciclinas sGo um grupo de antibidticos produzidos por Streptomyces
spp. Séo efetivos contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. As tetraciclinas
interferem na fixacdo do RNAt, que carreia 0 aminoécido, no ribossomo, impedindo
a adicdo de aminoacidos no alongamento da cadeia polipeptidica.

Os aminoglicosideos sdo um grupo de antibiéticos no qual os aminoaglcares
estdo ligados por ligacOes glicosidicas. Com amplo espectro de atividade, possuem
atividade significativa contra bactérias gram-negativas. Estes antibiéticos interferem
no inicio da sintese protéica, alterando a conformagdo da porcéo 30S no ribossomo
70S procaridtico. Esta interferéncia faz com que a mensagem do RNAm sgja lida
incorretamente (TORTORA et al., 2000).

v'Inibicéo da sintese de acidos nucléicos

Alguns antibiéticos atacam o0 DNA ou o RNA das células. Podem atuar
bloqueando o crescimento natural da célula, pela interferéncia com os processos de
replicagdo e transcricdo. O principal representante deste grupo sdo as quinolonas
(acido nalidixico). O acido nalidixico exerce somente efeito bactericida por inibicdo
seletiva de uma enzima, DNA girase, necessaria para a replicacdo do DNA. Na

década de 80, foi desenvolvido um novo grupo de antibidticos, as fluoroquinolonas
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(norfloxacina e ciprofloxacina) que apresentam a mesma agao das quinolonas
(TORTORA et a., 2000).

3.2.3. Resisténcia microbiana

A resisténcia a antimicrobianos reflete a selecdo Darwiniana, em que 0S
organismos sensivels sdo eliminados, enquanto 0s resistentes permanecem Vivos.
Segundo WITTE (2000a) a intensa variabilidade genética das bactérias, que leva a
resisténcia é causada, principalmente pela mutacéo e pelos eficientes mecanismos de

transferénciade DNA, sgjam eles:
1) Conjugacdo, em que o DNA é transferido por contato direto, célulaacéula;

2) Transdugdo, transferéncia de DNA de uma célula a outra, por meio de
bacteribfagos,

3) Transformagdo, processo pelo qual um DNA exdgeno é capaz de penetrar em

uma célulareceptorae,

4) Transposicdo em que ocorre a transferéncia de DNA de uma célula a outra, por
meio de transposons.

A mutacdo € um processo gque ocorre espontaneamente em uma populacéo
mesmo na auséncia da droga; o antibiético entdo funcionara apenas como agente
selecionador de bactérias mutantes.

Existe a preocupacdo ndo somente com as bactérias patogénicas resistentes,
mas também com as bactérias comensais, que colonizam determinados sitios e
constituem um reservatorio de genes de resisténcia (GR), podendo levar a sérios
problemas de salide, decorrentes da possibilidade de transferéncia de GR e fatores de
viruléncia entre as bactérias (AMINOV et d., 2001). Este nivel de resisténcia € um
bom indicador para verificar a pressdo seletiva dos antibidticos na microbiota
normal, e, assim, inferir sobre 0 comportamento das bactérias patogénicas (VAN
DEN BOGAARD e STOBBERINGH, 2000). O fenbmeno de transferéncia
horizontal de GR e a presenca deste reservatorio poderiam explicar a répida
disseminacdo de resisténcia a antibiGticos de organismos comensais para a
microbiota patogénica (AMINOV et a., 2001). Tem sido também demonstrada a
transferéncia de bactérias da microbiota dos animais para humanos e vice-versa,

transferéncia esta quase sempre feita pela cadeia alimentar (MOREIRA, 2002).
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A emergéncia de patégenos possuidores de genes de resisténcia a antibidticos
tem sido uma das principais preocupacdes nos Ultimos anos. O uso freqliente destas
drogas na medicina e na agricultura tem resultado na distribuicéo da resisténcia aos
antibidticos e no desenvolvimento de eficientes mecanismos para disseminacéo de
genes de resisténcia, especialmente entre as espécies de bactérias gram-negativas
(FERBER, 1998; BRIGGS e PRATAMICO, 1999).

Outro mecanismo de resisténcia € o sistema de bomba de efluxo multidrogas,
sendo preocupante, porque a presenca de um Unico sistema na célula pode diminuir a
susceptibilidade da mesma a um amplo espectro de quimioterdpicos (PAULSEN et
a., 1996). As bombas de efluxo multidrogas (MDRs) sdo translocases de membranas
possuidoras de uma surpreendente capacidade de expulsar da célula uma variedade
de drogas néo-relacionadas (LEWIS, 1994). Por mecanismos desconhecidos, essas
proteinas reconhecem como substratos, compostos toxicos estruturalmente diferentes
e, assim, os bombeiam para fora da célula (PAULSEN et al., 1996). Nado esta claro se
o efluxo de diferentes toxinas € uma funcéo fisioldgica primaria da célula ou se é
uma desorgani zacdo de fungdes da célula (NEY FAKH, 1997).

Algumas bombas excluem, seletivamente, antibidticos especificos, enquanto
outras sdo referidas como bombas de resisténcia multidrogas (MDR), pois expulsam
drogas de estruturas quimicas diferentes. Os genes que codificam as bombas de
drogas especificas estdo localizados, geramente, em plasmideos transmissiveis ou
em transposons, e o0s genes que codificam as MDRs normamente sdo constituintes
dos cromossomos bacterianos (LEE et al., 2000).

O significado clinico do sistema de resisténcia por bomba de efluxo ndo é
muito claro, mas, sem dlvida, esta presente em bactérias, e 0 uso excessivo de uma
droga exerceria pressdo necessaria para selecionar mutagdes que resultem em um
sistema de efluxo eficiente (COLEMAN et a., 1994).

Os sistemas de efluxo so dependentes de energia e podem ser por transporte
ativo primario ou secundario (LEVY/, 1992; NIKAIDO, 1994).

As bactérias Gram-negativas sdo, geralmente mais resistentes a um maior
nimero de antibidticos e a agentes quimiotergpicos do que as Gram-positivas
(NIKAIDO, 1998). Isto pode ser explicado, de certa forma, pela estrutura das
bactérias Gram-negativas, nas quais a membrana externa funciona como uma
barreira que limita 0 acesso de agentes antimicrobianos aos seus avos no interior
celular (VAARA, 1992).

107



A Food and Drug Administration (FDA-CVM, 2005) relatou que a
emergéncia da resisténcia antimicrobiana € um problema multifatorial e requer
solucdes urgentes. Os efeitos de transferéncia de resisténcia aos antibidticos de
bactérias de animais para humanos séo determinados por uma cadeia complexa de
eventos, que incluem: a habilidade da droga em induzir resisténcia bacteriana; a
probabilidade que o uso em animais venha a promover tal resisténcia; a
probabilidade que qualquer bactéria resistente no anima sga transferida aos
humanos e a probabilidade que tal transferéncia resulte em fracasso no tratamento
com antibiéticos em humanos devido a resisténcia. Portanto, estratégias devem ser
desenvolvidas com o objetivo de identificar os fatores chaves associados a resisténcia
bacteriana e formas de combate-la tais como programas de monitoramento do
consumo de antibi éticos e reducdo do uso de antibidticos em animais.

3.2.4. Resisténcia a antibiéticos de Campylobacter spp. isolados de frango de
corte

Atualmente a preocupacdo com surtos de toxinfecgdes alimentares tem
aumentado devido ao freqlente isolamento de cepas resistentes a antibi6ticos tanto
em animais como no homem. O desenvolvimento de resisténcia em bactérias
zoondticas parece estar relacionado primeiramente a0 uso de antibidticos em
animais. Isto é consequéncia do uso de antibiéticos na producdo intensiva de animais
para fins terapéuticos e como promotores de crescimento. Portanto, alimentos de
origem animal como carne de aves pode representar um veiculo de transmisséo de
cepas resistentes ao homem (AQUINO et al., 2002; PEZZOTTI et a., 2003).

Campylobacter spp. constitui um exemplo do grupo de microrganismos,
chamados patdgenos emergentes, que vém despertando grande interesse e
preocupacdo de profissionais da area de salde publica. O microrganismo pode ser
transmitido por contato direto ou carcagas contaminadas, pela ingestdo de alimentos
e agua contaminada, ou por fezes de individuos com infeccéo ativa.

Campylobacter spp. pode causar uma enterocolite aguda, sendo que os
principais sintomas observados sdo mal-estar, febre, forte dor abdominal e diarréa
que pode ir de aquosa a sanguinolenta. O periodo de incubacéo variade 1 a 11 dias,
sendo mais tipicamente de 1 a 3 dias. Em muitos casos, a diarréia pode persistir por
mais de uma semana. As infeccOes por este microrganismo podem ser seguidas por

raras, embora severas seqielas ndo gastrointestinais como: artrite, a sindrome
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“Guillain-Barré’, que € uma desordem no sistema nervoso periférico resultando em
fraqueza dos membros, dos musculos respiratérios e perda de reflexos, que pode se
tornar crénico ou levar a morte (ALLOS e BLASER, 1995); e a sindrome “Miller
Fisher”, uma variante da sindrome Guillain-Barré, caracterizada pela oftalmoplegia,
ataxia e perda de reflexos.

As enterites causadas por Campylobacter spp. normamente sdo auto-
limitantes, no entanto, antibiéticos podem ser indicados para o tratamento. A
eritromicina é considerada a droga preferida para o tratamento (ENGBERG et al.,
2001). No tratamento de infecgbes gastrintestinais por Campylobacter jguni as
fluoroquinolonas (ciprofloxacina), gentamicina e tetraciclina séo usadas como drogas
dternativas. As quinolonas (&cido nalidixico) também sdo usadas para selecionar
cepas de Campylobacter resistentes a fluoroguinolonas devido a correlacéo proxima
entre estes dois antibi6ticos (GUPTA et al., 2004). O desenvolvimento de resisténcia
a antimicrobianos, tal como a emergéncia de C. jejuni resistentes a fluoroquinolonas
em humanos, pode comprometer o tratamento de pacientes em casos severos, onde o
tratamento com a droga € necessario.

JAIN et a. (2005) realizaram um estudo de caso em uma comunidade rural
no norte da india visando investigar a prevaléncia e os determinantes socio-
epidemioldgicos e a resisténcia a drogas de isolados de Campylobacter spp. nesta
comunidade. Infeccdo por Campylobacter spp. foi maior em criangcas com menos de
5 anos, familias envolvidas na agricultura e pessoas com habitos higiénicos
precarios. O perfil de resisténcia das cepas isoladas foi de 81,6% a ampicilina, 71,4%
a ciprofloxacina, 26,5% a tetraciclina, 10,2% a gentamicina e 6,1% a eritromicina.
30,6% das cepas apresentaram resisténcia multidrogas, sendo que a combinagéo mais
fregliente foi de ampicilina, tetraciclina e ciprofloxacina.

Campylobacter spp. resistente a fluoroquinolonas tem emergido na ultima
década nos Estados Unidos. De 1997 a 2001, a prevaéncia de cepas resistentes
aumentou significativamente de 13 para 19%. Pesquisas realizadas no mercado
vargjista de frangos revelam que as aves podem atuar como fonte de infeccbes
domésticas por Campylobacter spp. resistente a ciprofloxacina (ANGULO et l.,
2004).

Dados do FDA-CVM mostram que as primeiras fluoroquinolonas aprovadas
pelo FDA para uso em animais nos Estados Unidos foram sarafloxacina em 1995 e

enrofloxacina em 1996. Estes antibidticos foram aprovadas para uso em frangos e
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perus no tratamento de infeccdes respiratorias principalmente aguelas causadas por
E. coli. Estes agentes eram administrados em todo o galpdo pela agua de bebida.
McDERMOTT et a., (2002) detectaram o rapido desenvolvimento de cepas
resistentes a ciprofloxacina em um experimento com aves infectadas com
Campylobacter spp. e posteriormente tratadas com enrofloxacina e sarafloxacina.

Segundo GOOTZ e MARTIN (1991), durante os ultimos anos, tem ocorrido
emergéncia de resisténcia a quinolonas entre cepas de Campylobacter spp. Esta
emergéncia pode ser atribuida a habilidade que o microrganismo tem para
desenvolver um alto nivel de resisténcia as quinolonas devido a uma Unica mutacéo
no gene gyrase.

SACKEY et al. (2001) avaliando a qualidade microbioldgica de frangos
observaram a presenca de Campylobacter spp. em 14,4 % do contedo intestinal das
aves, com os isolados apresentando resisténcia a ampicilina e tetraciclina. Bactérias
resistentes podem também ser disseminadas entre diferentes espécies animais durante
0 transporte para 0 abate e durante o processo ante-morten (ENGLEN et al., 2005).

Em outro estudo FREDIANI-WOLF e STEPHAN (2003) observaram que a
resisténcia a ciprofloxacina, eritromicina e estreptomicina de cepas de
Campylobacter spp. isoladas de carcacas de frango foi de 1,5 %, 9,2 % e 27,7 %,
respectivamente.

SAENZ et a. (2000) avaliando a resisténcia a antibidtico de cepas de
Campylobacter spp., observaram uma alta freqiéncia de cepas resistentes a
ciprofloxacina, principal mente aquelas isoladas de frangos e suinos e uma resisténcia
cruzada entre &cido nalidixico e ciprofloxacina em todas as cepas estudadas, que
foram resistentes a0 acido nalidixico e sensivel a ciprofloxacina. Os autores
concluiram que o género Campylobacter pode apresentar certo nivel de resisténcia
intrinseca que pode estar associada a presenca de uma bomba de efluxo. O
aparecimento de mutacdo no gene gyrA pode levar a um fendtipo de completa
resisténcia. Resultados semelhantes foram observados por MAYRHOFER et a.,
(2004), os quais detectaram também resisténcia cruzada entre acido nalidixico e
ciprofloxacina.

Para reduzir os niveis de resisténcia dos principais patégenos, a Organizacéo
Mundial de Saide (OMS) recomenda programas de vigilancia, monitoramento da
resisténcia, uso prudente de antibiéticos, educacdo dos usuérios, pesquisas e 0 uso de

aternativas para o tratamento antimicrobiano tal como vacinacéo (WHO, 2001).
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Nos anos de 2000 e 2001, um estudo foi realizado na Italia para investigar a
ocorréncia e resisténcia de Campylobacter jgjuni e C. coli em bovinos, aves, suinos e
na carne dos mesmos. Campylobacter spp. foi encontrado em 82,9 % das aves
examinadas e em 81,3 % da carnes das aves. Resisténcia a quinolonas foi observada
em 78,6 % das cepas de C. coli e 52,8 % das cepas de C. jegjuni isolados da carne de
aves (PEZZOTTI et d., 2003).

A susceptibilidade a diferentes antibiéticos por cepas de Campylobacter spp.
isoladas de frangos pode néo refletir exatamente a mesma susceptibilidade de cepas
obtidas de alimentos ou patol ogias humanas. Portanto, diferentes perfis de resisténcia
podem resultar de um possivel “efeito filtro” do processo de transformacédo dos
alimentos, diferencas na patogenicidade ou selecéo de resisténcia na flora humana.
No entanto, clones de peguena patogenicidade podem conter genes de resisténcia,
transferiveis para outras cepas de Campylobacter spp. mais virulentas ou ainda para
espécies bacterianas patogénicas (TAYLOR e COURVALIN, 1988).

Em um programa de monitoramento da resisténcia a antibiGticos em
Campylobacter spp. realizado no Japédo no periodo de 1999 a 2001, divulgou-se que
C. jguni foi isolado das fezes de bovino, frangos e poedeiras, enquanto C. coli foi
isolado somente das fezes de suinos, indicando que a frequéncia de espécies de
Campylobacter difere dependendo do animal. Foi também constatada uma alta
fregliéncia de cepas resistentes a tetraciclina podendo estar associado ao excessivo
uso deste antibiético no tratamento de animais (ISHIHARA et al., 2004).

RONNER et a. (2004) ao investigarem o perfil de resisténcia de C. jejuni e
C. coli isolados de aves, observaram que as cepas foram sensivels a eritromicina,
cloranfenicol e gentamicina, e foram resistentes a ciprofloxacina Os autores
concluiram que eritromicina permanece sendo a droga indicada no tratamento de
pacientes infectados com Campylobacter, sendo importante a realizacéo de testes de

resisténcia antes do tratamento de pacientes infectados com o microrganismo.

3.2.5. Resisténcia a antibioticos de Enterococcus spp. isolados de frango de corte

Enterococcus spp. tem como habitat predominante o trato gastrointestinal de
humanos e animais e devido a sua alta tolerancia ao calor e capacidade de sobreviver
em condi¢des ambientais extremas podem ser usados como indicadores da qualidade
sanitaria de alimentos. Nas Ultimas décadas, o género Enterococcus tem emergido
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como importante patdgeno, isolado em hospitais de pacientes imunodepressivos e
unidades intensivas. Este aumento do nuimero de infeccbes causado por este
microrganismo pode estar relacionado ao uso ilimitado de antibiGticos de amplo
espectro (BUTAYE et a., 2000, TEJEDOR-JUNCO et al., 2005).

Outro fator relevante é o uso de antibi6ticos como promotores de crescimento
na alimentacdo animal, podendo ter originado um reservatério de transferéncia de
resisténcia a antibi6ticos em varios ecossistemas. Esta transferéncia de resisténcia foi
identificada nas criagbes de animais devido 0 uso de avoparcina como aditivo
alimentar. H4 um forte vinculo epidemiol dgico entre uso de antibiéticos na medicina
humana e criacdo animal e a emergéncia, distribuicdo e persisténcia de cepas
resistentes em produtos animais (IKE et al., 1999; AaRESTRUP et a., 2000; RADU
et a., 2001; CHEN et a., 2002; GIRAFFA, 2002).

Enterococcus spp. apresentam um amplo espectro de resisténcia tanto natural
como adquirida. Este microrganismo € naturalmente resistente a penicilinas semi-
sintéticas (oxacilina), aminoglicosideos (baixo nivel), vancomicina (baixo nivel: E.
gallinarum, E. cassdiflavus, E. flavescens), lincosamidas (principalmente),
polimixinas, estreptograminas (E. faecalis). A sensibilidade de Enterococcus spp. a
aminoglicosideos € devido a uma ata dependéncia de energia deste antibidtico
dentro da célula. Este microrganismo ndo possui citrocromos e, portanto, ndo sao
capazes de produzir a energia necessaria para seu metabolismo, apresentando uma
resisténecia intrinseca. O aumento no uso de antibidticos Uteis ao tratamento de
infeccBes com Enterobacteraiceae ou anaerdbios e contra 0s quais Enterococcus spp.
possui resisténcia natural ou uma baixa susceptibilidade podem levar a selecéo e
aumentar a incidéncia de Enterococcus ou a superinfeccdes por este género. Este fato
€ uma das razdes da maior ocorréncia de infeccbes causadas por este microrganismo
nos hospitais nos Ultimos 20 - 30 anos (KLARE et al., 2003).

Cepas resistentes a vancomicina, especialmente E. faecium sdo encontradas
com grande freqiiéncia em bovinos, aves, suinos e outros produtos carneos. Estudos
epidemiol 6gicos em granjas que utilizavam avoparcina mostraram uma significativa
associacdo com a presenca de Enterococcus resistentes a vancomicina (VRE) em
animais. VRE tem sido encontrado em pocas de agua de tratamento de plantas com
adubos, fezes de gado, amostras de carne de frango mal cozida, fezes de suinos e
aves (WEGENER et al., 1997; SON et al., 1999; FRANZ et al. 2003; POETA, et al.,
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2005). Desta forma Enterococcus particularmente, E. faecium resistente a
vancomicina tem se tornado um importante patégeno nosocomial.

CHEN et a. (2002), comparando a diferenca de susceptibilidade
antimicrobiana de E. faecium de humanos e em carcagas de aves, observaram que E.
faecium em aves foram mais resistentes a vancomicina, teicoplanina e avoparcina,
guando comparado com E. faecium de humanos. Todos os E. faecium de humanos
foram resistentes a eritromicina e tilosina, comparado com somente 58,6 % dos E.
faecium de aves. Estreptogramina foi ativo contra todos os isolados, exceto para 4
cepas encontradas em frangos. E. faecium resistentes a vancomicina foram mais
resistentes a tetraciclina embora mais susceptivel a cloranfenicol do que E. faecium
resistente a vancomicina em humanos.

BORGEN et al. (2000) verificaram a presenca de VRE em fazendas de
criagdo de aves mesmo apds 0 uso de avoparcinater sido eliminado apds 4 anos, em
gapdes vazios e limpos, na incubadora e em fezes. O estudo revelou que VRE
persistiu no ambiente da fazenda apds despopul acéo e limpeza dos gal pdes, uma vez
que pode-se detectar falhas no processo de higienizacdo dos mesmos, justificando a
persisténcia do microrganismo.

BORGEN et a. (2001) avaliando granjas de frangos quanto a presenca de
Enterococcus, 3 anos apds 0 uso de avoparcina ter sido proibido, detectaram a
presenca do microrganismo em 81 de 100 amostras avaliados, sendo que 9 possuiam
0 gene de resisténcia vanA. Carcacas de frangos originadas de fazendas com uso
anterior de avoparcina apresentaram uma alta incidéncia de VRE em comparacdo
com aguelas aves originadas de fazendas onde nunca foi usado avoparcina. Esses
resultados confirmam a associagdo entre uso de avoparcina como promotor de
crescimento e a ocorréncia de VRE em aves.

Na Espanha, um estudo realizado visando determinar o perfil de resisténcia
de enterococos resistentes a vancomicina em produtos de aves obtidos em diferentes
supermercados e abatedouros, apo6s a proibicdo do uso de avoparcina, identificou a
presenca de E. faecalis, E. faecium e E. hirae, tanto nas aves dos supermercados
como no abatedouro. Todas as cepas apresentaram um ato nivel de resisténcia a
ampicilina, quinupristina-dalfopristina e aminoglicosideos e foram caracterizados
como tendo o gene vanA, mesmo apos 1 ano da abolic¢éo do uso da avoparcina como
promotor de crescimento (ROBREDO et al., 2000).
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LEME et al. (2000) avaliando a resisténcia de E. faecium no Brasil, em aves
gue receberam em sua aimentacdo avoparcing, teicoplanina e vancomicina,
observaram que cepas resistentes ndo foram detectadas, embora ocorresse um
aumento de E. faecium nas fezes das aves alimentadas com avoparcina, independente
daidade.

WILSON e MCcAFEE (2002) observaram que granjas com animais
contaminados com Enterococcus resistente a vancomicina (VRE), podem atuar como
contaminantes do ambiente uma vez que estes liberam excretas que podem
contaminar os alimentos destinados a alimentacdo animal através de aves e animais
silvestres. E gue as aves atuam como fonte potencial de infeccdo com VRE, sendo
necessario a adocao de boas praticas higiénicas visando reduzir o risco de infeccao.

HAYES et al. (2001) observaram também a ocorréncia de resisténcia em E.
faecium em aves pelo uso de estreptogramina e quinupristina-dalfopristina. A
resisténcia adquirida por este microrganismo sugere que 0 mesmo pode comprometer
0 potencial terapéutico do quinupristina-dalfopristina.

O antibidtico quinupristina-dalfopristina foi aprovado para uso em humanos
em 1999 para o tratamento de infeccOes por E. faecium resistentes a vancomicina. No
entanto, virginiamicina, um analogo do quinupristina-dalfopristina, tem sido usado
com o promotor de crescimento para animais desde 1974 nos Estados Unidos
(WEGENER et al., 1999). Em um estudo conduzido pelo CDC-NCID em 1998 a
1999, antes da aprovacdo do uso de quinupristina-dalfopristina em humanos, foi
possivel detectar 58 % de E. faecium resistentes a quinupristina-dalfopristina em
aves compradas em supermercados de 4 estados diferentes. Adicionalmente, E.
faecium resistentes a quinupristina-dalfopristina foi encontrado em 1 % das fezes de
pessoas submetidas a exames laboratoriais. Estes resultados sugerem que 0 uso de
virginiamicina na alimentacdo das aves tem criado um reservatorio de E. faecium
resistentes a quinupristina-dalfopristina, no qual as pessoas estdo comumente
expostas. O uso de quinupristina-dalfopristina em humanos para o tratamento de E.
faecium resistentes a vancomicina e outras sérias infeccdes pode contribuir para uma
pressdo de selecdo adicional, levando a um aumento na incidéncia de resistentes a
quinupristina-dalfopristina em humanos (ANGULO et al., 2004).

AaRESTRUP et a. (2000) avaliando aresisténcia a diferentes antibidticos de
E. faecium e E. faecalis isolados de humanos, frangos e suinos, observaram a

ocorréncia de uma ampla resisténcia a cloranfenicol, macrolideos, kanamicina,
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estreptomicina e tetraciclina entre os isolados das trés fontes. Os autores concluiram
gue ha a ocorréncia de um similar perfil de resisténcia e genes de resisténcia,
indicando gque a transmiss&o de enterococos resistentes ou genes de resisténcia entre
humanos, suinos e aves é possivel.

Estudos revelam diferencas no nivel de resisténcia entre as espécies de
Enterococcus, sendo que cepas de E. faecium normamente apresentam maior
resisténcia a b-lactamicos e as cepas de E. faecalis maior resisténcia a gentamicina.
Constatou-se ainda que os isolados de humanos apresentam maior nivel de
resisténcia do que agueles de origem animal (BUSANI et a., 2004).

A resisténcia encontrada em patdgenos entéricos tem mostrado um
progressivo aumento ao longo dos anos em muitas areas do mundo. Tentativas para
minimizar o desenvolvimento de resisténcia a antibiodticos e otimizar os tratamentos
incluem intervencBes educacionais para médicos e pacientes, uso apropriado de
antibidticos, reducdo e até mesmo proibicdo do uso de promotores de crescimento na
aimentacdo animal, otimizagdo de medidas de controle de infecgbes visando
prevenir a disseminagdo de microrganismos resistentes, desenvolvimento e uso de
técnicas de diagndstico rapido para otimizar a terapia e o desenvolvimento de
medidas preventivas como vacinas (LARRY e PICKERING, 2004).
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3.3. MATERIAL E METODOS

3.3.1. Obtencéo das cepas

Para realizacdo do teste de resisténcia a antibioticos foram utilizadas cepas de
Campylobacter jguni, E. faecium e E. faecalis, obtidas dos diferentes fatores
avaliados no ambiente de criacdo de frango de corte em etapas anteriores, como
descrito na secdo andlises microbiologicas do CAPITULO 2. O esquema da
amostragem esta representado nas Figuras 1 e 2 abaixo.

Galpao
|
1 :.. T 3 ;“' T 1
Galpao vazio Galpao com aves
|

Catna limpa Bebedouro Cloaca Catna
20 colfndaz de & jejuni 179 colfnias de C jejuni 238 colfnias de & jejumi || 275 colfrias de O jojuni
25 coldnias de B frecihun 194 colnias de B fecium || 190 colinias de B frecium || 139 colnias de B fecium
5 colémias de B frecalis 23 coldnias de B frecadis || 21 coldtias de 8 foecalis || 15 coldmias de B fwocalis

Figura 1. Nimero de coldnias selecionadas do ambiente de criacdo de frango de corte
para avaliacdo do perfil de resisténcia a diferentes antibi6ticos
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02 colfinias de £ faecalls : 02 colnias de E. faecalis

Figura 2. NUmero de colbnias selecionadas na racdo ministradas as aves para
avaliacdo do perfil de resisténcia a diferentes antibi6ticos

3.3.2. Testederesisténcia a antibiéticos

O teste de resisténcia aos antibidticos foi realizado pelo método de Kirby
Bauer ou método de difusdo em placa (BROCK et al., 2000).

Para avaliar a resisténcia a antibiéticos, os isolados de Campylobacter jejuni,
E. faecium e E. faecalis foram reativados em Caldo Brain Heart Infusion (BHI-
Oxoid) a 42 °C (em microaerofilia) e 37 °C por 48h, respectivamente. Apos este
periodo, uma aliquota da cultura ativada de cada microrganismo foi espalhada,
uniformemente na superficie de placas contendo Agar Mueller Hinton (Oxoid),
sendo que para as cepas de C. jejuni adicionou-se 5 % de solucéo redutora FBP
(FILGUEIRAS e HOFER, 1989). As placas foram deixadas em uma superficie plana
para que ocorresse completa absor¢do. Em seguida discos de antibidticos foram
colocados sobre a superficie da placa com o auxilio de uma pinca estéril em posicoes
equidistantes. Uma leve presséo foi feita sobre os mesmos para uma boa aderéncia ao
meio. Em seguida as placas contendo C. jgjuni foram incubadas a 42 °C por 18 h,
obedecendo as condi¢cBes de microaerofilia e aguelas contendo E. faecium e E.
faecalis foram incubadas a 35 °C por 18 h.

Apobs o periodo de incubacdo, avaliou-se a formacdo de halo de inibicdo
através da leitura realizada com o auxilio de paquimetro medindo-se o diametro da
zona de inibi¢do incluindo o didmetro do disco. Os resultados dos diametros das
zonas de inibicdo foram interpretados conforme especificagéo da Tabela Padréo do

117



Nationa Committee for Clinical Laboratory Standard, classificando os
microrganismos em sensivel, intermediario ou resistente (NCCLS, 2003).

Para as cepas de C. jejuni os antibioticos testados foram Acido nalidixico (30
ny), Azitromicina (15 ng), Bacitracina (10Ul), Cefaotina (30 ng), Ciprofloxacina (5
nyg), Cloranfenicol (30ng), Eritromicina (15 ng), Penicilina G (10UI), Sulfonamidas
(300ng), Tetraciclina (30 ng), Trimetoprima (5ng) e Vancomicina (30ng). Na
avaliacdo da resisténcia das cepas de E. faecium e E. faecalis os antibi6ticos testados
foram Bacitracina (10Ul), Cloranfenicol (30ng), Eritromicina (15 ng), Penicilina G
(10UI), Sulfonamidas (300ny), Tetraciclina (30 ng), Trimetoprima (5ng) e
Vancomicina (30ng) e quinupristina-dalfopristina (50mcg).

As cepas de referéncias utilizadas como controles foram: 1- Campylobacter
jguni — ATCC 29428; 2- Campylobacter coli — cepa cedida pela Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais; 3- Enterococcus faecium -
S196321; 4- E. faecalis-ATCC 19433.
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3.4. RESULTADOSE DISCUSSAO

3.4.1. Avaliacdo do perfil de resisténcia de Campylobacter jegjuni isolados do
ambiente de criagdo de frango de corte em dois sistemas de criagéo:
convencional e automatizado nas estacdes de inverno e de veréo

A Figura 3 apresenta o perfil de resisténcia de C. jgjuni isolados no sistema de
criagdo convenciona nas estacfes de inverno e de verdo. Pode-se observar que os
isolados de C. jguni apresentaram maiores percentagens de resisténcia para 0s
antibi6ticos sulfonamidas, tetraciclina, eritromicina e penicilina. Os maiores perfis de
resisténcia intermedidria foram registrados para os antibidticos bacitracina,
trimetoprima, vancomicina, cloranfenicol, &cido nalidixico e azitromicina. Ji para 0os
antibidticos cefalotina e ciprofloxacina, a maioria dos isolados foram classificados
COmo sensiveis.

Ao avdiar os isolados obtidos no sistema automatizado, percebeu-se
semelhanca no perfil de resisténcia dagueles obtidos no sistema convencional, sendo
que novamente as maiores resisténcia foram encontradas nos antibidticos
sulfonamidas, tetraciclina, eritromicina, penicilina (Figura 4). Os isolados
classificados como intermediarios foram obtidos dos antibiGticos bacitracing,
trimetoprima, vancomicina, cloranfenicol, &cido nalidixico, azitromicina e cefalotina
Para os antibi6ticos ciprofloxacina todos os isolados foram sensiveis.

Constatou-se também que as cepas de C. jgjuni isoladas nas diferentes
estacOes do ano e tipo de sistema de criacdo avaiado apresentaram perfis de

resisténcia semel hantes.
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Figura 3. Perfil de resisténcia de Campylobacter jejuni isolados do ambiente de criacéo de
frango de corte no sistema de criagdo convenciona nas estacfes de inverno e de
verdo (SUF — Sulfonamidas, TET — Tetraciclina; ERI - Eritromicina; BAC -
Bacitracina; PN — Peniciling; TM — Trimetoprima; VAN — Vancomicia; CL —
Cloranfenicol; NAL — Acido Nalidixico; AZ — Azitromicina; CF — Cefalotina; CIP
— Ciprofloxacina).
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Figura 4. Perfil de resisténcia de Campylobacter jejuni isolados do ambiente de criagéo de
frango de corte no sistema de criacdo automatizado nas estagbes de inverno e
verdo (SUF — Sulfonamidas; TET — Tetraciclina; ERI - Eritromicina; BAC -
Bacitracina; PN — Penicilina; TM — Trimetoprima; VAN — Vancomicia; CL —
Cloranfenicol; NAL — Acido Nalidixico; AZ — Azitromicina; CF — Cefalotina;
CIP — Ciprofloxacina).
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Resultados contrarios foram observados em outros estudos onde foi detectada
alta resisténcia de Campylobacter a fluoroguinolonas (ciprofloxacina) (ENGBERG
et a., 2001; NACHAMKIN et al., 2002; PEZZOTTI et a. 2003; JAIN et al., 2005).

Neste estudo ndo foi detectada resisténcia a fluoroquinolonas, entretanto
outros antibidticos também utilizados na terapia humana apresentaram um perfil de
resisténcia preocupante, especialmente agueles utilizados no tratamento de
campilobacteriose, como o acido nalidixico e a eritromicina. A sensibilidade das
cepas de C. jguni a fluoroquinolonas pode ser resultante da menor exposicéo deste
microrganismo a este antibidtico e consequiente menor presséo de selecéo.

A resisténcia apresentada por C. jgjuni a sulfonamidas pode estar associada
a0 Seu uso intensivo, principalmente por ser um antibiético de baixo custo.
HUQOVINEN et a., (1995) citam que 0s principais mecanismos de resisténcia sdo
mutacfes cromossomais e aguelas mediada por plasmideos.

Resultados semelhantes foram encontrados em estudos em paises europeus
onde hd uma alta freqiéncia de resisténcia a tetraciclina entre cepas de
Campylobacter. Os autores relatam que a excessiva quantidade de tetraciclina que foi
usada no tratamento de animais pode ter sido a causa desta ata resisténcia
(ISHIHARA et al., 2004).

A resisténcia apresentada pelas cepas a eritromicina € bastante preocupante,
uma vez, que ela € uma das drogas indicadas no tratamento de pacientes infectados
com Campylobacter. SUTCLIFFE et a., (1996) relatam trés mecanismos de
resisténcia apresentados pela eritromicina:

1. Modificagbes mediadas pelo gene erm methylase no RNAr que atera um local
comum no RNAr 23S que se liga aos macrolideos.

2. Presenca de enzimas (EreA e EreB) que hidrolisam o anel lacténico do nacleo
macrociclico e fosfotransferases (tipo | e tipo Il) que inativam os macrolideos por
introduzir um fosfato no grupo 2 - hidroxil do amino-aclicar.

3. Presenca de uma bomba de efluxo.

A resisténcia observada nas cepas de C. jgjuni a penicilina esta em acordo
com aliteratura. TAJADA et al., (1996) relatam gque no geral, a maioria das espécies
de Campylobacter sdo resistentes a um grande nimero de antibiéticos b lactamicos e
gue este microrganismo apresenta resisténcia intrinseca a penicilina. BUTAYE et d,
(2000) observaram que a alta resisténcia a penicilina pode ser mediada por ateractes
nas proteinas ligadoras de penicilina (PBPs), pela producdo de b lactamase ou pela
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incapacidade destes compostos em penetrar através das porinas na membrana
externa, contribuindo assim para aresisténcia.

O uso indiscriminado de antibiéticos como promotores de crescimento e na
terapia veterinaria tem exposto bactérias a uma substancial e constante presséo de
selecdo, uma vez que as aves freglentemente abrigam bactérias patogénicas ao
homem em seu trato intestinal, como Campylobacter. Portanto o desenvolvimento de
resisténcia deste microrganismo a varios antibiticos constitui um problema de salide
publica. Enquanto a resisténcia a um Unico antibiético € preocupante, a resisténcia
multipla pode conduzir a falhas no tratamento, aumentando o indice de morbidade e
mortalidade.

3.4.2. Avaliacdo do perfil de resisténcia de Enterococcus faecium e de
Enterococcus faecalis isolados do ambiente de criagdo de frango de corte
em dois sistemas de criagao: convencional e automatizado nas estacbes de
inverno everao

As Figuras 5 e 6 apresentam o perfil de resisténcia de E. faecium isolados no
sistema de criagéo convenciona e automatizado nas estagbes de inverno e de veréo.
Pode-se observar que os isolados de E. faecium apresentaram maiores percentagens
de resisténcia somente para o antibiético penicilina. Verifica-se também que perfis
de resisténcia intermedidria foram registrados para os antibiéticos sulfonamidas,
tetraciclina e eritromicina. As cepas foram classificadas como sensiveis para 0s
antibidticos bacitracina, trimetoprima, vancomicina, cloranfenicol e quinupristina-
dalfopristina.

Ao avaliar o perfil deresisténcia de E. faecalis isolados no sistema de criagéo
convencional e automatizado nas estacGes de inverno e verdo (Figuras 7 e 8), nota-se
uma semelhanca no perfil de resisténcia dagueles obtidos para os isolados de E.
faecium.

Constatou-se também que as cepas de E. faecium e E. faecalis isoladas nas
diferentes estagdes do ano e tipo de sistema de criagdo avaliado apresentaram perfis
de resisténcia semel hantes.

Diferentes resultados foram observados em outros trabalhos onde foi

detectada alta resisténcia de E. faecium e E. faecalis a vancomicina e quinuspristina-
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dalfoprisitna (SON et a., 1999; BORGEN et al., 2000; BORGEN, et a., 2001,
HAYESet d., 2001; CHEN et a., 2002).

Neste estudo n&o foi detectada resisténcia a vancomicina e quinuspristina-
dalfopristina como cita a literatura, que pode estar associada a menor exposicéo
destes microrganismos a estes antibioticos. Este resultante é importante, umavez que
sdo antibidticos utilizados na terapia humana, especiamente no tratamento de
doencas causadas por enterococos.

A sensibilidade das cepas de E. faecium e E. faecalis a quinuspristina
dalfoprisitna encontrada neste trabalho, confirmam os resultados da avaliagdo de
risco realizado pelo FDA-CVM para o promotor de crescimento virginiamicina, onde
0 mesmo ndo oferece risco a salide humana, devido a auséncia de resisténcia cruzada
com a quinuspristina-dalfoprisitna, uma vez que, apresentam estruturas quimicas
semelhantes, (FDA-CVM, 2005).

Resultados contrérios foram obtidos em relacdo a resisténcia apresentada
pelas cepas de E. faecium e E. faecalis a penicilina, em que estudos revelam que ha
diferencas no nivel de resisténcia entre as espécies de Enterococcus, sendo que cepas
de E. faecium normalmente apresentam maior resisténcia a b-lactdmicos do que as
cepas de E. faecalis (BUSANI et a., 2004). A resisténcia apresentadas por E.
faecium e E. faecalis a penicilina pode ser resultante de fatores genéticos. KLARE et
a., (2003) observaram que Enterococcus sdo naturalmente resistentes a penicilinas
semi-sintéticas.

Portanto ha evidéncias de que o uso abusivo de antibioticos em animais pode
afetar a salde humana. Diferentes mecanismos de resisténcia apresentados por
patdgenos de origem alimentar podem resultar em ndmeros maiores de casos de
doencas em humanos, uma vez que, esta resisténcia pode facilitar as infeccdes em
individuos que estdo se automedicando, resultando assim em infeccdes que de outra
maneira poderia ndo ter ocorrido. A resisténcia a antibioticos pode também del ongar
a administracdo do tratamento apropriado e a necessidade de usar antibidticos mais
toxicos e em maiores concentragdes, complicando assim tratamentos simples de
infeccdes e limitando as opgdes de tratamento, que pode tornar-se problematico com
a presenca de microrganismos resistentes a multidrogas (TOLLEFSON e KARP,
2004).
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Figura 5. Perfil de resisténcia de E. faecium isolados do ambiente de criacgo de frango de
corte no sistema de criacdo convenciona nas estaces de inverno e verdo (SUF —
Sulfonamidas; TET — Tetraciclina;, ERI - Eritromicina; BAC -Bacitracina; PN —
Penicilina; TM — Trimetoprima; VAN — Vancomicia; CL — Cloranfenicol; QP —
Quinupristina-dalfopristina).
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Figura 6. Perfil de resisténcia de E. faecium isolados do ambiente de criagdo de frango de
corte no sistema de criacdo automatizado nas estages de inverno e verdo (SUF —
Sulfonamidas;, TET — Tetraciclina; ERI - Eritromicina; BAC -Bacitracina; PN —
Penicilina; TM — Trimetoprima; VAN — Vancomicia; CL — Cloranfenicol; QP —
Quinupristina-dalfopristing).
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Figura 7. Perfil de resisténcia de E. faecalis isolados do ambiente de criac8o de frango de
corte no sistema de criagdo convencional nas estacfes de inverno e veréo (SUF —
Sulfonamidas;, TET — Tetraciclina; ERI - Eritromicina; BAC -Bacitracina; PN —
Penicilina; TM — Trimetoprima; VAN — Vancomicia; CL — Cloranfenicol; QP —

Quinupristina-dalfopristina).
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Figura 8. Perfil de resisténcia de E. faecalis isolados do ambiente de criacdo de frango de
corte no sistema de criacdo automatizado nas estages de inverno e verdo (SUF —
Sulfonamidas; TET — Tetraciclina; ERI - Eritromicina; BAC -Bacitracina; PN —
Penicilina; TM — Trimetoprima; VAN — Vancomicia; CL — Cloranfenicol; QP —
Quinupristina-dalfopristing).
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3.5. CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos na avaliagdo do perfil de resisténcia de C. jguni, E.
faecium e E. faecalis, nos sistemas convencional e automatizado, constatou-se que o
perfil de resisténcia apresentado pelos microrganismos foi diferente daqueles citados
pelaliteratura

Para as cepas de C. jguni as maiores percentagens de resisténcia foram
observadas para os antibi6ticos sulfonamidas, tetraciclina, eritromicina e penicilina.

Para as cepas de Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis as maiores
percentagens de resisténcia foi observada para o antibi6tico penicilina.

Com base neste estudo foi possivel concluir que ndo hé efeito da estacdo do
ano e do sistema de criagdo nos perfis de resisténcia de C. jejuni, E. faecium e E.
faecalis e que nas condicdes brasileiras o perfil de resisténcia desses microrganismos
difere dagueles apresentados pelos paises americanos e europeus, onde a resisténcia
exibe nimeros aarmantes. Mesmo assim, novos estudos no Brasil devem ser
realizados visando conhecer o perfil de resisténcia destes e de outros microrganismos
de interesse, tanto em animais como em humanos a fim de definir estratégias de

controle do consumo de antibi6ticos na producédo animal.
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RESUMO E CONCLUSOES

Este trabalho teve por objetivos verificar que fatores no ambiente de criacéo de
frango de corte sdo relevantes na prevaléncia da contaminacdo microbiana, avaliar a
qualidade microbiolégica de frangos de corte criados nos sistemas de criacdo
convencional e automatizado, nas estacBes de inverno e de verdo com relagdo a
presenca de Campylobacter jegjuni, C. coli, Enterococcus faecium e E. faecalis,
avaliar o grau de resisténcia a diferentes antibiéticos das espécies identificadas e
elaborar mecanismos de controles prévios e posteriores ao sacrificio das aves que
permitam minimizar a contaminagdo e a disseminagdo destas etiologias entre lotes e
a unidade de abate de modo aimpedir que tais problemas atinjam o consumidor.

Na avaliacdo do ambiente de criac8o constatou-se que ndo ocorreu interferéncia
da estagcdo do ano no grau de contaminagdo dos ambientes nos dois sistemas de
criagdo (convencional e automatizado) por Campylobacter e Enterococcus.

Mediante as respostas obtidas nos questionarios e na avaliacdo visua “in
loco” das granjas notou-se que as més condi¢des de higiene associada a auséncia de
um programa de biosseguranca adotado pelas mesmas sdo fatores que permitem
incidéncia de uma alta contaminacdo por diferentes microrganismos.

Campylobacter e Enterococcus ndo foram detectados nas analises realizadas
apos o periodo de vazio sanitério do galpéo, nos dois sistemas de criacdo. Observou-
se ainda que independente do sistema de criagcdo utilizado e estagdo do ano, foi

possivel detectar Campylobacter e Enterococcus ao longo do periodo de criagdo das

135



aves. Na identificacdo bioquimica, as cepas de Campylobacter foram identificadas
como C. jejuni. Ja em relacdo as cepas de Enterococcus, 90% dos isolados foram E.
faeciume 10 % E. faecalis.

Na avaliagdo do perfil deresisténciade C. jgjuni, E. faecium e E. faecalis, nos
sistemas convencional e automatizado, constatou-se que o perfil apresentado pelos
microrganismos foi diferente daqueles citados pela literatura.

Para as cepas de C. jguni as maiores percentagens de resisténcia foram
observadas para os antibi6ticos sulfonamidas, tetraciclina, eritromicina e penicilina.

Para as cepas de Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis a maior
percentagem de resisténcia foi observada para o antibiético penicilina

Sugere-se a adocéo de medidas de controle visando reduzir a contaminacéo
com estes patdgenos desde o incubatério, na granja e na industria de processamento,
de tal forma que a criagdo de um programa de treinamento de mé&o de obra e a adocéo
de boas préticas agropecudrias possam interromper ou minimizar o ciclo de
contaminacdo dos patdégenos

Sugere-se ainda que novos estudos em nivel de Brasil sgjam realizados visando
conhecer o perfil de resisténcia destes e de outros microrganismos de interesse, tanto
em animais como humanos a fim de definir estratégias de controle do consumo de

antibi6ticos na producdo animal.
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Tabela 3. Perfil de resisténcia (%) de cepas de Campylobacter jejuni isolados do sistema
convencional de criagdo de frangos de corte- estagao do inverno

Granja Convencional — Estacdo do inverno

Fatores  Espécie SUF TET ERI BAC PN __TM VAN CL NAL AZ CF__CIP
Cloaca C.jguni (R) 77,7 100 889 0 100 0 0 0 0 0 o0 0
Cjguni(l) 223 0 11,1 777 0 100 100 839 100 100 444 O
C.jeuni(S 0 0 0 22,3 0 0 0 11,1 0 0 556 100
Bebedouro C.jejuni (R) 80 100 90 0 100 0 0 0 0 0 0 0
C.jguni () 20 0 10 70 0 100 100 90 100 100 60 30
Cjeuni(S O 0 0 30 0 0 0 10 0 0 40 70
Cama C.jeuni (R) 92,3 100 923 0 23 0 0 0 0 0 o0 0
C.jguni(l) 7.7 0 77 8,6 77 100 769 846 923 923 462 231
Cjeguni(S O 0 0 15,4 0 0 231 154 77 77 538 769
Cama C.jeuni (R) 100 100 50 0 100 0 0 0 0 0 o0 0
Limpa C. jejuni (1) 0 0 50 100 0 100 100 100 100 100 O 0
C.jeuni(S 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 100
Racgo C.jeuni (R) 50 100 100 0 100 0 0 0 0 0 o0 0
C.jguni (1) 50 0 0 100 0 100 100 100 100 100 100 O
C.jeguni(S 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100

SUF-Sulfonamidas (I: 13-16); TET-Tetraciclina (I: 15-18); ERI-Eritromicina (I: 14- 22); BAC-Bacitracina (I: 9-
12); PN-Penicilina G (I: ?); TM-Trimetoprima (I: 11-15); VAN-Vancomicina (I: 15-16); CL-Cloranfenicol (I:
13-17); NAL-Acido Nalidixico (I: 14-18); AZ-Azitromicina (I: 14-17); CF-Cefalotina (I: 15-17); CIP-
Ciprofloxacina (I: 16-20)
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Tabela 4. Perfil de resisténcia (%) de cepas de Campylobacter jegjuni isolados do

sistema convencional de criacdo de frangos de corte- estacao do ver ao

Granja Convencional — Estacéo do veré&o

Fatores  Espécie SUF TET ERI BAC PN TM VAN CL NAL AZ CF CIP
Cloaca C.jguni (R) 81,8 81,8 818 0 100 27,3 0 0 0 0 0 0
C.jguni (1) 182 182 182 91 0O 455 366 273 727 273 455 0
C.jeuni(S) O 0 0 9 0 272 634 727 2713 727 545 100
Bebedouro C.jeguni (R) 50 75 75 0 100 25 0 0 0 0 0 0
C.jeuni(l) 50 25 25 667 O 75 41,7 333 583 50 333 O
C.jeuni(S) 0 0 0 333 0 0 583 667 417 50 66,7 100
Cama C.jeuni (R) 53,3 733 467 0 100 20 0 0 0 0 0 0
C.jejuni (1) 467 267 533 60 0 80 333 133 533 466 20 0
C.jeuni(S) 0O 0 0 40 0 0 667 867 467 534 80 100
Cama C.jeuni (R) 50 100 100 0 50 0 0 0 0 0 0 0
Limpa C.jejuni (I) 50 0 0 100 0 50 50 0 0 50 0 0
C.jeuni(S) O 0 0 0 50 50 50 100 100 50 100 100
Racgo C.jeuni (R) 100 75 100 0 100 25 0 0 0 0 0 0
C.jguni() 0 25 0 100 0 75 75 50 100 50 50 0
C.jguni(S) O 0 0 0 0 0 25 50 0 50 50 100

SUF-Sulfonamidas (I: 13-16); TET-Tetraciclina (1: 15-18); ERI-Eritromicina (I: 14- 22); BAC-Bacitracina(l: 9-
12); PN-Penicilina G (I: ?); TM-Trimetoprima (I: 11-15); VAN-Vancomicina (I: 15-16); CL-Cloranfenicol (I:
13-17); NAL-Acido Nalidixico (I: 14-18); AZ-Azitromicina (I: 14-17); CF-Cefalotina (I: 15-17); CIP-

Ciprofloxacina (I: 16-20)
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Tabela 5. Perfil de resisténcia (%) de cepas de Campylobacter jejuni isolados do sistema
automatizado de criacado de frangos de corte- estacéo do inverno

Granja Automatizada — Estacdo doinverno

Fatores  Espécie SUF TET __ ERI BAC PN TM VAN CL NAL AZ CF__ CIP
Cloaca C.jguni (R) 100 100 100 0 100 0 93,3 0 0 0 0 o
C.jguni(l) O 0 0 100 0 100 67 933 100 100 80 0
C.jeuni(S) 0 0 0 0 0 0 0 6,7 0 0 20 100
Bebedouro C.jejuni (R) 71,4 100 857 0 100 0 28,6 0 0 0 0 o
C.jeuni(l) 286 O 143 857 0 100 714 857 100 100 571 O
C.jeguni(S) 0 0 0 14,3 0 0 0 14,3 0 0 429 100
Cama C.jeuni (R) 785 100 92,8 0 100 0 57,7 0 0 0 0 o
C.jeuni(l) 215 O 7.2 71,4 0 100 423 857 100 100 50 0
C.jeuni(S) O 0 0 28,6 0 0 0 14,3 0 0 50 100
Cama C.jeuni (R) 100 100 100 0 100 0 100 0 0 0 0 o
Limpa C.jguni(I) O 0 0 100 0 100 0 100 100 100 50 0
C.jeuni(S) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 50 100
Racgo C.jeuni (R) 100 100 100 0 100 0 66,6 0 0 0 0 o0
C.jguni(l) O 0 0 83,3 0 100 334 833 833 833 333 O
C.jejuni(S) O 0 0 16,7 0 0 0 167 167 167 667 100

SUF-Sulfonamidas (I: 13-16); TET-Tetraciclina (I: 15-18); ERI-Eritromicina (I: 14- 22); BAC-Bacitracina (I: 9-
12); PN-Penicilina G (I: ?); TM-Trimetoprima (I: 11-15); VAN-Vancomicina (I: 15-16); CL-Cloranfenicol (I:
13-17); NAL-Acido Nalidixico (I: 14-18); AZ-Azitromicina (I: 14-17); CF-Cefaotina (I: 15-17); CIP-
Ciprofloxacina (I: 16-20)
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Tabela 6. Perfil de resisténcia (%) de cepas de Campylobacter jejuni isolados do
sistema automatizado de criacdo de frangos de corte- estacao do ver ao

Granja Automatizada — Estacdo do verdo

Fatores  Espécie SUF TET ERI BAC PN TM VAN CL NAL AZ  CF CIP
Cloaca C.jguni (R) 46,7 80 733 0 100 20 40 0 0 0 o 0
C.jeuni () 533 20 267 80 0 80 533 80 100 866 100 O
C.jeuni(S) O 0 0 20 0 0 6,7 20 0 134 0 100
Bebedouro C.jeuni (R) 857 100 928 71 100 429 428 0 0 0 o 0
C.jguni () 143 0 72 785 0 571 357 571 100 714 785 O
C.jeuni(S) 0 0 0 144 0 0 215 42,9 0 286 215 100
Cama C.jeuni (R) 53,3 80 866 0 100 267 26,6 0 0 0 o0 0
C.jeuni() 467 20 134 733 O 733 466 100 933 60 666 O
C.jeuni(S) 0 0 0 267 0 0 26,3 0 6,7 40 334 100
Cama C.jeuni (R) 100 100 100 0 100 0 50 0 0 0 o 0
Limpa C.jeguni(l) O 0 0 100 0 0 0 50 50 0 50 0
C.jeguni(S) 0 0 0 0 0 100 50 50 50 100 50 100
Racgo C.jeuni (R) 66,6 50 666 0 100 0 66,6 0 0 0 o 0
C.jeuni(l) 334 50 334 833 0 0 166 100 100 50 833 O
C.jguni(S) 0O 0 0 167 O 100 16,8 0 0 50 167 100

SUF-Sulfonamidas (I: 13-16); TET-Tetraciclina (1: 15-18); ERI-Eritromicina (I: 14- 22); BAC-Bacitracina (I: 9-
12); PN-Penicilina G (I: ?); TM-Trimetoprima (I: 11-15); VAN-Vancomicina (I: 15-16); CL-Cloranfenicol (I:
13-17); NAL-Acido Nalidixico (I: 14-18); AZ-Azitromicina (I: 14-17); CF-Cefalotina (I: 15-17); CIP-

Ciprofloxacina (I: 16-20)
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Tabela 7. Perfil de resisténcia (%) de cepas de E. faecium e E. faecalis isolados do
sistema convencional de criacdo de frangos de corte-estacéo do inverno

Granja Convencional — Estacdo do inverno

Fatores Espécie SUF TET ERI BAC PN ™ VAN CL QP
Cloaca E.faecium (R) 0 0 0 0 75 0 0 0 0
E.faecium (1) 0 0 75 0 0 0 12,5 0 12,5
E.faecium(S) 100 100 25 100 25 100 87,5 100 87,5
E.faecalis (R) 0 0 0 0 100 0 0 0 0
E.faecalis (1) 0 0 100 0 0 0 0 0 0
E.faecalis(S) 100 100 0 100 0 100 100 100 100
Bebedouro E.faecium (R) 0 0 0 0 50 0 0 0 0
E.faecium (1) 0 0 75 0 0 12,5 0 0 0
E.faecium(S) 100 100 25 100 50 87,5 100 100 100
E.faecalis (R) 0 0 0 0 100 0 0 0 0
E.faecalis (1) 0 0 100 0 0 0 0 0 0
E.faecalis(S) 100 100 0 100 0 100 100 100 100
Cama E.faecium (R) 0 0 0 0 50 0 0 0 0
E.faecium (1) 0 0 100 0 0 0 0 0 0
E.faecium(S) 100 100 0 100 50 100 100 100 100
E.faecalis (R) 0 0 0 0 100 0 0 0 0
E.faecalis (1) 0 0 100 0 0 0 0 0 0
E.faecalis(S) 100 100 0 100 0 100 100 100 100
Ragdo E.faecium (R) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E.faecium(l) 100 100 100 0 0 0 0 0 0
E.faecium (S) 0 0 0 100 100 100 100 100 100
E.faecalis (R) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E.faecalis(l) 100 100 100 0 0 0 0 0 0
E.faecalis (S) 0 0 0 100 100 100 100 100 100

SUF-Sulfonamidas (I: 13-16); TET-Tetraciclina (I: 15-18); ERI-Eritromicina (I: 14- 22); BAC-
Bacitracina (1: 9-12); PN-Penicilina G (I: ?); TM-Trimetoprima (I: 11-15); VAN-Vancomicina (I: 15-
16); CL-Cloranfenicol (I: 13-17); QP-Quinupristina-dalfopristina (I: 15-16).
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Tabela 8. Perfil deresisténcia (%) de cepas de E. faecium e E. faecalis isolados
do sistema convencional de criacdo de frangos de corte-estacéo do

ver 8o
Granja Convencional — Estacdo do ver&o
Fatores Espécie SUF TET ERI BAC PN ™ VAN CL QP
Cloaca E.faecium (R) 0 0 0 0 90 0 0 0 0
E.faecium (1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E.faecium(S) 100 100 10 100 10 100 100 100 100
E.faecalis (R) 0 0 0 0 100 0 0 0 0
E.faecalis (1) 0 0 50 0 0 0 0 0 0
E.faecalis(S) 100 100 50 100 0 100 100 100 100
Bebedouro  E.faecium (R) 0 0 0 0 20 0 0 0 0
E.faecium (1) 0 10 30 0 0 0 0 0 0
E.faecium(S) 100 0 70 100 10 100 100 100 100
Efaecalis(R) 0 0 0 0 50 0 0 0 0
E.faecalis (1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Efaecalis(S) 100 100 100 100 50 100 100 100 100
Cama E.faecium (R) 0 0 0 0 75 0 0 0 0
E.faeccium(l) 125 0 87,5 0 0 0 0 0 0
Efaecium(S) 875 100 12,5 100 25 100 100 100 100
E.faecalis (R) 0 0 0 0 100 0 0 0 0
E.faecalis (1) 0 0 100 0 0 0 0 0 0
Efaecalis(S) 100 100 0 100 0 100 100 100 100
Cama E.faecium (R) 0 0 0 0 100 0 0 0 0
limpa E.faecium (1) 0 0 100 0 0 0 0 0 0
E.faecium(S) 100 100 0 100 0 100 100 100 100
E.faecalis (R) 0 0 0 0 100 0 0 0 0
E.faecalis (1) 0 0 100 0 0 0 0 0 0
E.faecalis(S) 100 100 0 100 0 100 100 100 100
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Cont.

Fatores  Espécie SUF TET ERI BAC PN TM VAN CL QP

Raci0 Efaecum(R) O 0 0 0 100 0 0 0 0
Efaecium() O 20 80 0 0 0 0 0 0
Efaecium(S) 100 80 20 100 0 100 100 100 100
Efaecalis(R) 0 0 0 0 100 0 0 0 0
Efaecalis(l) 0 0 100 0 0 0 0 0 0
Efaecalis(S) 100 100 0 100 0 100 100 100 100

SUF-Sulfonamidas (I: 13-16); TET-Tetraciclina (I: 15-18); ERI-Eritromicina (I: 14- 22); BAC-
Bacitracina (I: 9-12); PN-Penicilina G (I: ?); TM-Trimetoprima (I: 11-15); VAN-Vancomicina (I: 15-
16); CL-Cloranfenicol (I: 13-17); QP-Quinupristina-dalfopristina (I: 15-16).
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Tabela 9. Perfil deresisténcia (%) de cepas de E. faecium e E. faecalisisolados do

sistema automatizado de criacdo de frangos de corte-estacdo do inverno

Granja Automatizada — Estacéo do inverno

Fatores Espécie SUF TET ERI BAC PN ™ VAN CL QP
Cloaca E.faecium (R) 0 0 0 0 50 0 0 0 0
E.faecium (1) 0 0 75 0 0 0 0 0 0
E.faecium(S) 100 100 25 100 50 100 100 100 100
E.faecalis (R) 0 0 0 0 100 0 0 0 0
E.faecalis (1) 0 0 100 0 0 0 0 0 0
E.faecalis(S) 100 100 0 100 0 100 100 100 100
Bebedouro  E.faecium (R) 0 0 0 0 25 0 0 0 0
E.faecium (1) 0 0 58,3 0 0 0 0 0 0
E.faecium(S) 100 100 41,7 100 75 100 100 100 100
E.faecalis (R) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E.faecalis (1) 0 0 100 0 0 0 0 0 0
E.faecalis(S) 100 100 0 100 100 100 100 100 100
Cama E.faecium (R) 0 0 0 0 22,3 0 0 0 0
E.faecium (1) 0 0 77,8 0 0 0 0 0 0
E.faecium(S) 100 100 22,2 100 77,7 100 100 100 100
E.faecalis (R) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E.faecalis (1) 0 0 100 0 0 0 0 0 0
E.faecalis(S) 100 100 0 100 100 100 100 100 100
Racéo E.faecium (R) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E.faecium (1) 0 20 60 0 0 0 0 0 0
E.faecium(S) 100 80 40 100 100 100 100 100 100
E.faecalis (R) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E.faecalis (1) 0 0 100 0 0 0 0 0 0
E.faecalis(S) 100 100 0 100 100 100 100 100 100

SUF-Sulfonamidas (I: 13-16); TET-Tetraciclina (I: 15-18); ERI-Eritromicina (I: 14- 22); BAC-
Bacitracina (I: 9-12); PN-Penicilina G (I: ?); TM-Trimetoprima (I: 11-15); VAN-Vancomicina (I: 15-

16); CL-Cloranfenicol (I: 13-17); QP-Quinupristina-dalfopristina (I: 15-16).



Tabela 10. Perfil deresisténcia (%) de cepas de E. faecium e E. faecalis isolados
do sistema automatizado de criacéo de frangos de corte-estacdo do

ver 8o
Granja Automatizada — Estacdo do ver&o
Fatores Espécie SUF TET ERI BAC PN ™ VAN CL QP
Cloaca E.faecium (R) 0 0 0 0 84,6 0 0 0 0
E.faecium (1) 0 154 84,6 0 0 0 0 0 0
E.faecium(S) 100 84,6 154 100 154 100 100 100 100
E.faecalis (R) 0 0 0 0 100 0 0 0 0
E.faecalis (1) 0 0 100 0 0 0 0 0 0
E.faecalis(S) 100 100 0 100 0 100 100 100 100
Bebedouro  E.faecium (R) 0 0 0 0 70 0 0 0 0
E.faecium (1) 0 20 60 0 0 0 0 0 0
E.faecium(S) 100 80 40 100 30 100 100 100 100
Efaecalis(R) 0 0 0 0 50 0 0 0 0
E.faecalis (1) 0 0 50 0 0 0 0 0 0
Efaecalis(S) 100 100 50 100 50 100 100 100 100
Cama E.faecium (R) 0 0 0 0 60 0 0 0 0
E.faecium (1) 0 0 90 0 0 0 0 0 0
Efaecium(S) 100 100 10 100 40 100 100 100 100
E.faecalis (R) 0 0 0 0 50 0 0 0 0
E.faecalis () 0 0 100 0 0 0 0 0 0
Efaecalis(S) 100 100 0 100 50 100 100 100 100
Cama E.faecium (R) 0 0 0 0 80 0 0 0 0
limpa E.faecium (1) 0 0 50 0 0 0 0 0 0
E.faecium(S) 100 100 50 100 20 100 100 100 100
E.faecalis (R) 0 0 0 0 100 0 0 0 0
E.faecalis (1) 0 0 50 0 0 0 0 0 0
E.faecalis(S) 100 100 50 100 0 100 100 100 100
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Cont.

Par. Espécie SUF TET ERI BAC PN TM VAN CL QP

Raci0 Efaecum(R) O 0 0 0 100 0 0 0 0
Efaecium() O 0 100 0 0 0 0 0 0
Efaecium(S) 100 100 0 100 0 100 100 100 100
Efaecalis(R) 0 0 0 0 100 0 0 0 0
Efaecalis(l) 0 0 100 0 0 0 0 0 0
Efaecalis(S) 100 100 0 100 0 100 100 100 100

SUF-Sulfonamidas (I: 13-16); TET-Tetraciclina (I: 15-18); ERI-Eritromicina (I: 14- 22); BAC-
Bacitracina (I: 9-12); PN-Penicilina G (I: ?); TM-Trimetoprima (I: 11-15); VAN-Vancomicina (I: 15-
16); CL-Cloranfenicol (I: 13-17); QP-Quinupristina-dalfopristina (I: 15-16).
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