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Resumo: O setoravicola brasileiro vem ganhando cada vez mais competitividade. Mas, entre
as principais preocupacodes estdo as doencas veiculadas por alimentos-DTAs. Salmonella
se destaca entre os agentes bioldgicos veiculados por alimentos. Oufra questdo associada
a patégenos € o aumento da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos. Nesta pesquisa
buscou-se identificar e caracterizar isolados de sorotipos de Salmonella sp. de uma cadeia
produtiva de frango de corte, analisando o perfil de susceptibilidade a anfimicrobianos.
Amostras de frango foram obtidas de ambiente avidrio, de cadeia produtiva no Sul
do Brasil. Foram isoladas 23 linhagens de Salmonella enterica subesp. enterica sorotipo
Heidelberg:n=16, e outras pertencentes aos sorotipos: Agona (n=1); Cubana (n=1) Virchow
(n=1) Rissen (n=1); Schwarzengrund (n=1); M.Bandaka (n=1) e Anatum (n=1). O perfil de

" Graduanda no Curso de Biotecnologia Industrial (Bacharelado) na Universidade do Oeste de Santa Catarina de Videira;
rafaelaansiliero19@gmail.com

t Pés-doutora em Microbiologia pela Universidade Federal do Parand; Doutora em Ciéncia dos Alimentos pela Universidade
de Sdo Paulo; Professora na Universidade do Oeste de Santa Catarina de Videira; Rua Paese, 198, Bairro Universitario, 89566-
252, Videira, Santa Catarina, Brasil; jgelinski@yahoo.com.br

tBacharel em Farmdcia pela Universidade do Oeste de Santa Catarina de Videira; michael_scheffmacher_@hotmail.com

Evidéncia, Joacaba v. 19, n. 1, p. 57-72, jan./jun. 2019




Ansiliero R, Gelinski JMFN, Scheffmacher MGC

susceptibilidade antimicrobiana foi testado por disco difusdo em dgar Mueller-Hinton, com
os antimicrobianos: Fosfomicina 200ug, Ceftiofur 30ug, Norfloxacina 10ug, Ciprofloxacina
5ug, Enrofloxacina 5ug, Gentamicina 10ug, Neomicina 30ug e Florfenicol 30ug. S. enterica
subsp. enterica sorotipo Typhimurium CCCD-S004 foi utilizada como padrdo/controle. A
incubacdo foi realizada a 35+1° C/24h. Florfenicol foi o antibidtico no qual houve maior
numero de linhagens resistentes (8,7%). O sorotipo Salmonella Schwarzengrund foi resistente
também a varios antimicrobianos. Salmonella sp. € recorrente na cadeia produtiva de
frango de corte e a resisténcia aos antimicrobianos exige monitoramento constante e
novas medidas de controle de disseminacdo do patdégeno.

Palavras-chave: Resisténcia. Patdgeno. Avidrio. Florfenicol.

ldentification and evaluation of the antimicrobial susceptibility by salmonella
serotypes from broilers productive chain at Southern Brazil

Abstract: The Brazilian poultry sector has been gaining more and more competitiveness.
Among the main concerns are foodborne illness — DTAs. Salmonella stands out among
biological agents that cause foodborne diseases. Another issue associated with pathogens
is the increase in bacterial resistance to antimicrobials. In this research we aimed to identify
and characterize isolates of serotypes of Salmonella sp. of a productive chain of broiler
chicken, analysing the antimicrobial susceptibility profile. Chicken samples were obtained
from the aviary environment, from the production chain in southern Brazil. Chicken samples
were obtained from the aviary environment from the production chain in southern Brazil.
Twenty-three strains of Salmonella enterica subsp. enterica serotype Heidelberg: n=16,
as well as others belonging to the serotypes: Agona (n = 1); Cuban (n = 1) Virchow (n
= 1) Rissen (n = 1); Schwarzengrund (n = 1); M.Bandaka (n = 1) and Anatum (n = 1). The
antimicrobial susceptibility profile was tested by disk diffusion in Mueller-Hinton agar, with
the antimicrobials: Fosfomycin 200ug, Ceftiofur 30ug, Norfloxacin 10ug, Incubation at 35
+/- 1 °C 24h. The serotype Salmonella Typhimurium CCCD-S004 was used as control. The
highest resistance profile of the strains (8.7%) was to Florfenicol. The serotype Salmonella
Schwarzengrund was resistant to several antimicrobials. Salmonella sp. is recurrent in the
productive chain of broiler chicken and resistance to antimicrobials implies in the constant
monitoring and new measures of control of dissemination of the pathogen.
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1 INTRODUCAO

A producdo brasileira de carne de frango em 2017 atingiu a média de 13,05 milhdes
de toneladas, com 64,35% dos abates realizados na regido sul do Brasil e cerca de 34%
da producdo foi destinada ao mercado externo.! Nesse sentido, a preocupacdo com
a seguranca alimentar aumenta proporcionalmente com relagdo a preocupagcdo com
a mundializacdo da economia,??® tendo em vista que juntamente com o comércio de
produtos de origem animal vem o risco de patdégenos em alimentos e em sistemas de
producdo.**Nessa perspectiva, entre os agentes bioldgicos vinculados a alimentos capazes
de causar doencas, destacam-se os do género Salmonella, com ocorréncia elevada em
carne de frango, ovos e derivados.t” Salmonella pertence & familia Enterobacteriaceae,
sdo bacilos Gram-negativos ndo formadores de esporos e anaerdbios facultativos.®? Sdo
patdégenos facultativos, intracelulares, capazes de se hospedar e infectar uma grande

variedade de animais, sobretudo aves.'°

Atualmente se conhece pouco mais de 2.500 sorotfipos de Salmonella,'" cuja
incidéncia varia conforme a localidade e o periodo do ano. Contudo, alguns sorotipos se
sobressaem, como € o caso da S. Heidelberg que vem emergindo no cendrio nacional,
com alta incidéncia na regido Sul do Brasil.'® Tais microrganismos sdo responsdaveis pela
salmonelose, constituindo-se como a segunda causa principal de doencas bacterianas
transmitidas por alimentos no mundo, com incidéncia em paises desenvolvidos e
subdesenvolvidos.'? Decorrentes do processo de infeccdo, tem-se quadros clinicos que se
caracterizam por febre, dor abdominal, diarreia, ndusea e vomitos, com gravidade varidvel
segundo o sorotipo e o estado imunoldgico do hospedeiro.” A bactéria é responsavel por
sérios problemas para a saude publica,'® sendo capaz de sobreviver por varias semanas
em um ambiente seco e vdrios meses na adgua, o que dificulta seu controle.” Além disso,
estudos recentes demonstram o progressivo aumento de resisténcia a antimicrobianos
presentes no mercado por linhagens de Salmonella. Em adicdo, tem-se a capacidade de

propagacdo dessas caracteristicas para outras espécies.’

Os mecanismos deresisténciaretratam alteracdes genéticas, as quais podem ocorrer
por mutacdes ou por transferéncia horizontal de genes de resisténcia entre uma bactéria e

outra, como o caso dos plasmideos.'"” Para Madigan et al.,'® a resisténcia aos farmacos
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baseia-se na capacidade de o microrganismo resistir a concentracdes de anfimicrobianos,
as quais ele normalmente é sensivel.' E, também, o fendbmeno de resisténcia aparece
porque o genoma bacteriano é extremamente dindmico.’ Nas populacdes bacterianas
as mutacodes ocorrem espontaneamente,’ sendo que, se um microrganismo desenvolve
resisténcia a algum agente antimicrobiano terd maior probabilidade de sobreviver e passar

esses genes adiante.

Tais fatores genéticos aumentam a capacidade de adaptacdo da bactéria,’
favorecendo para que se tornem cada vez mais potentes e letais.!” Dessa forma, Salmonella

€ um importante patdégeno veiculado por alimentos contaminados.?

Com base no exposto, verifica-se que a ma-gestdo dos agentes antimicrobianos e
seu uso sem critério na cadeia produtiva, cujo destino € a alimentacdo humana, aumentam
o risco do surgimento e disseminacdo de Salmonella spp. Multirresistentes,'??' constituindo-

se um grande risco para a saude publica.

A presenca de Salmonella compromete a cadeia avicola de producdo, pilar da
economia regional, constituindo-se também como um fator de risco ao consumidor.
Quando associada a resisténcia aos anfibidticos a problemdtica é ainda maior. Com base
no exposto, propde-se uma investigacdo de sorotipos de Salmonella sp. de ocorréncia
em uma cadeia produtiva de frangos de corte, com andlise do seu perfil de resisténcia a

antimicrobianos.

O setor avicola brasileiro passou por processos de transformacdo, ganhando
competitividade no mercado. Hoje o Pais se destaca como um dos maiores produtores
mundiais de carne de frango, sendo vital para o setor agricola daregido Sul, fonte de renda
e de emprego para inumeras familias. Logo, a presenca de Salmonella é um problema
que compromete tal setor, diminuindo a produtividade e gerando riscos ao consumidor.
Ademais, a resisténcia bacteriana das linhagens tem se mostrado como um problema
mundial em razdo da ineficiéncia de antibidticos. Além disso, tém-se a problemdtica da
disseminacdo de microrganismos com resisténcia na cadeia produtiva alimentar até o
consumidor, perspectiva retratada por pesquisas que afrmam que Salmonella isolada
de ambiente avicola vem apresentando resisténcia aos mesmos antimicrobianos de uso

clinico.!32223
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Tendo em vista a importéncia socioecondmica da cadeia produtiva de aves de
corte e do risco da disseminacdo de salmonelas via alimentos, entende-se a necessidade
de monitoramento do perfil de susceptibilidade a antimicrobianos, uma vez que diversas
drogas utilizadas tanto na medicina veterindria quanto na humana podem deixar de surtir
efeitosobre Salmonella sp. Portanto, os objetivos deste estudo foramidentificare caracterizar
sorotipos de Salmonella sp. de ocorréncia em uma cadeia produtiva de frangos de corte
da regido Sul do Brasil, bem como o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos mais

frequentemente utilizados na prdatica avicola.

2 METODOLOGIA

2.1 OBTENCAO DE AMOSTRAS

Foram obtidas amostras coletadas comswabs de arrasto, propés (n=79), provenientes
de ambiente avidrio de cadeia produtiva de frango de corte da regido Sul do Brasil,
pertencente a cooperados de industria alimenticia consagrada em criacdo, abate e
comercializacdo de produtos avicolas. Foram selecionados 23 isolados de Salmonella

enterica subpécie enterica.

2.2 ANALISE FENOTIPICA

Aliguotas de cultura de isolados bacterianos obtidas do processamento das
amostras de propés na pesquisa de Salmonella sp., por diluicdo 1:10 em dgua peptonada
tamponada (Merck®) a 1%, foram inoculadas em placas de meio seletivo Xylose-Lysine
Deoxycholate Agar (XLD) e de Bismuth Sulfite Agar (BS) (ambas ACUMEDIA®) com
incubacdo a 37 °C+/-1 °C/24h (BAM's FDA).?* Esses meios estdo enfre os mais indicados
para isolamento e enumeracdo de Salmonella. Apds incubacdo, realizou-se a leitura de
colénias caracteristicas do género, as quais, segundo o Manual Bacterioldgico BAM's FDA*

se caracterizam por: em meio XLD apresentarem cor rosa com ou sem centros negros, ou
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até mesmo quase completamente negras; para BS colénias marrons, cinzas ou negras

apresentando comumente um brilho metdlico.

A morfologia dos isolados bacterianos previamente corados pela técnica de Gram
foi analisada em microscépio éptico binocular (Nikon, Obj.100x/1.25). Cada isolado foi
analisado quanto a provas bioquimicas de assimilacdo de aminodcidos e carboidratos
(Larborclin, Sdo Paulo): O-nitrofenol-p-D-galacto-piranoside, arginina  dehidrolase,
lisina descarboxilase, ornitina descarboxilase, sulfeto de hidrogénio, urease, acetoinag,
fenilalanina, indol, citrato, malonato, ramnose, adonitol, salicina, arabinose, inositol, sorbitol,
sacarose, manitol e rafinose. A incubacado foi a 35 °C+/-1 °C/24 horas. Decorrido o tempo
de incubacdo, seguiu-se para a andlise dos resultados e interpretacdo. Por fim, realizou-
se a confirmacdo soroldgica pela técnica de aglutinacdo em ldmina utilizando antissoros

para antigenos somaticos e flagelares (Probac do Brasil, SGo Paulo).

2.3 IDENTIFICACAO GENOTIPICA

O DNA de cada isolado de Salmonella foi extraido utilizando o kit Whatman FTA®
Classic Card (Whatman, USA), conforme metodologia especificada pelo fabricante. Os
isolados seguiram paraidentificacdo genotipica por andlise molecularcom base naReacdo
em Cadeia da Polimerase-PCR, usando o Kit Check & Trace SALMONELLA (CheckPoints,
The Netherlands). Este conta com um banco de dados de sorotipos de Salmonella enterica

subesp. Entérica, o qual serviu de comparacdo na determinacdo dos sorotipos.

2.4 PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS

O antibiograma foi utilizado para testar o perfil de susceptibilidade dos isolados de
Salmonella a diversos antimicrobianos. Esses testes foram realizados conforme indicacdo
do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI),?* pelo método de difusdo em disco
Kirby-Bauer. Para isso, utilizou-se o meio de cultura Mueller Hinton Agar (MH) (KASVI, SGo
Paulo), em que andlises foram realizadas em duplicata. Salmonella enterica subesp.

enterica sorotipo Typhimurium CCCD-S004 foi utilizada como grupo padrdo/controle.
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A partir de colbnias isoladas em Brain Heart Infusion dgar (BHI) (HIMEDIA®) de 24 +
2 horas, realizou-se suspensdo dos microrganismos em um tubo contendo dgua destilada
estéril, com o ajuste de turbidez segundo o padrdo de 0,5 da escala McFarland. Dessa
forma, um swab de algoddo estéril foi submerso no tubo com a suspensdo bacteriana,
retirando o excesso de indculo, pressionando-o nas paredes do tubo. Inoculou-se sobre a

superficie do meio de cultura MH buscando uma distribuicdo uniforme.

Os antibidticos testados sdo os normalmente indicados para diagndstico in vitro,
e compreendem 8 discos cada um, contendo os antfimicrobianos: Fosfomicina 200ug
(Cecon), Ceftiofur 30ug (Cefar), Norfloxacina 10ug (Larborclin, SGo Paulo), Ciprofloxacina
Sug (Larborclin, SGo Paulo), Enrofloxacina 5Sug (Bio-Rad), Gentamicina 10ug (DME),

Neomicina 30ug (Larborclin, SGo Paulo), Florfenicol 30ug (Cefar).

Em seguida os discos foram inseridos em placas de dgar MH com uma pinca estéril,
pressionando levemente cada disco. Incubou-se a placa ao inverso d temperatura de 37
°C+/-1°C/24 horas. Apds decorrido o tempo, realizou-se a medicdo com régua milimetrada
(Larborclin, SGo Paulo) dos halos de inibicdo formados (diGmetro de inibicGdo em mm) e

como referéncia de interpretacdo, a definida pelo CLSI.%»

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram identificados isolados (n=23) de Salmonella enterica subsp. enterica. Destes,
(n=16) eram pertencentes ao sorotipo Heidelberg e os demais (n=7) aos sorotipos: S. Agona,

S. Cubana, S. Virchow, S. Rissen, S. Schwarzengrund, S. M.Bandaka e S. Anatum.

Na Figura 1 observam-se as caracteristicas de crescimento de isolados em meios
seletivos e caracterizados como bacilos gram-negativos, sendo que as provas bioquimicas
levaram ao género Salmonella sp., confrmado pela aglutinacdo nos soros polivalentes
somatico e flagelar. Contudo, constou-se que 21,7% (n=5) dos isolados ndo apresentaram
flagelos em sua estrutura, pela andlise de aglutinacdo em soro polivalente flagelar. Embora
o sorotipo Salmonella Heidelberg seja flagelar, estes podem sofrer injuria nas condi¢cdes do
ambiente de avidrio, bem como mudancas epigenéticas,? em consequéncia, resultados

falso-negativos podem ocorrer.
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Figura 1 — Colbnias da linhagem Salmonella enterica subsp. enterica sorotipo Schwarzengrund
em meios de cultura seletivos.
Nota: A — Colénias em meio de cultura Bismuto sulfito; B — Colénias meio de cultura XLD.

No Estado do Parand, Perin,?' a partirde amostras de cortes de frango congelados,
constatou que 43% dos isolados de Salmonella pertenciam ao sorotipo Typhimurium, logo
39% foram classificados como sorotipo Heidelberg, e 2% como sorotipo Schwarzengrund.
De outra forma, no Oeste do Parand, Pandini, Silva Pinto, Muller, Weber e Moura?
verificaram que o sorofipo Salmonella Heidelberg teve maior frequéncia (12,82%)
em amostras de granjas avicolas. Em Goids, Moraes et al.?® constaram que o sorotipo
Salmonella Schwarzengrund foi o mais prevalente em 28,3% (15/53) das amostras de

pinto de um dia, em inglUvios e cecos.

Os resultados do teste de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos (Tabela
1) demonstram que 8,7% (n=2) dos isolados de Salmonella apresentaram resisténcia ao
florfenicol; 8,7% (n=2) das cepas apresentaram resisténcia e/ou com perfil intermedidrio
a neomicina; 13,05% (n=3) apresentaram perfil intermedidrio ao ceftiofur, e 4,35% (n=1)
apresentou perfil intermedidrio & enrofloxacina. Ademais, quatro antimicrobianos
mostraram-se eficientes para todas as amostras, sendo eles: ciprofloxacina, norfloxacing,
fosfomicina e gentamicina. A cepa padrdo/controle Salmonella enterica subsp. enterica

sorotipo Typhimurium CCCD-S004 foi sensivel a todas as drogas testadas.
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Tabela 1 - Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos por diferentes sorotipos de Salmo-
nella enterica subesp. enterica oriundos de cadeia produtiva de frangos da
regido Sul do Brasil

Antimicrobianos *

Sorotipo / (n? amostra) ENR ~ NOR CIP CTF FLF FOS GEN NEO H20

. Heidelberg (1) S S

. Heidelberg (2)

. Heidelberg (3)

. Heidelberg (4)

. Heidelberg (5)

. Heidelberg (6)

. Heidelberg (7)

. Heidelberg (8)

. Heidelberg (9)

. Heidelberg (10)

. Heidelberg (11)

. Heidelberg (12)

. Heidelberg (13)

. Heidelberg (14)

. Heidelberg (15)

. Heidelberg (16)

. Agona (1)

. Cubana (1)

. Virchow (1)

. Rissen (1)

. Schwarzengrund (1)

. Mbandaka (1)

. Anatun (1)

H20

Salmonella
Typhimurium S S S S S S S S -
CCCD-S004

Nota: S: Sensivel; I: Intermedidrio; R: Resistente. *ENR: Enrofloxacina; NOR: Norfloxacina; CIP:

Ciprofloxacina; CTF: Ceftiofur; FLF: Florfenicol; FOS: Fosfomicina; GEN: Gentamicina; NEO:
Neomicina; H,0: Agua.

N inhihnhihhihnhnihnihnihnihnihnihnihnihninihnininininh ihnn ih \n
N nurn anun rnn noaonon NVNronn VNN N n LNV N -~ un n
N nounarnononmnoauanmnonrnanonvmurnnouononownanwnvnonon o»nowan n
N nounvn »rnoun nounoun o»rnounonmnounuvn uvmowanowvun nonnnonn nnvn \»n
NN UVNNVNnN Nnn NN UNNNR=WUNWUNwnouwn n on NN n
N noun anounonmnoanannnn Lga :Oo nuwvnioaonnnnvnynyn uvyovm vy »n
N nounaranarnonvmnoanaonnnm  »nmnonrnonouonunownwnvn nonoan nwn
—_nNnZUnununununwunwnoa®nnuinnnnwnvnwnwnwnnvnin
1

No estudo de Moraesetal.? 100% dosisolados do sorotipo Salmonella Schwarzengrund
com perfil antimicrobiano testados foram sensiveis & droga florfenicol, o que demonstra
aumento da resisténcia de cepas do sorotipo Salmonella Schwarzengrund frente a esse
antimicrobiano. Salmonella sp. tem sido isolada de avidrios e apresentado resisténcia a
diversos antimicrobianos.?” No presente estudo, constatou-se que o isolado do sorotipo S.

enterica sorotipo Schwarzengrund ndo foi inibido pelo antimicrobiano florfenicol (Figura 2).
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Figura 2 - Antibiogramas para dois sorotipos de Salmonella enterica subesp. enterica:
A: Salmonella enterica sorotipo Schwarzengrund; B: Salmonella enterica
sorotipo Typhimurium CCCD-S004

Nota: antibidticos: 1) Gentamicina; 2) Neomicina; 3) Enrofloxacina; 4) Norfloxacing; 5)
Ciprofloxacina:; é) Ceftiofur; 7) Florfenicol; 8) Fosfomicina; 9) Controle: H,0
destilada estéril.

O florfenicol pertence a classe dos anfenicdis, anfimicrobianos que agem inibindo
a sintese proteica nos ribossomos bacterianos.®® Assim, pelo perfil antimicrobiano
determinado, € possivel julgar que a bactéria em questdo desenvolveu mecanismos

contra a acdo desse farmaco.

Segundo relatdrio divulgado pela Agéncia Nacional de Vigil@ncia Sanitdria,®
0s maiores percentuais de resisténcia de isolados de Salmonella de carcacas de
frango no Brasil foram para estreptomicina (89,3%), sulfonamidas (72,4%), florfenicol
(59.2%), ampicilina (44,8%), acido nalidixico (44%), ceftiofur (22,8%), aztreonam (20,4%),
enrofloxacina (18,4%), cefoxitina (17,3%), cefalotina (12,4%) e tetraciclina (11,2%).

Verificou-se, portanto, que todas as linhagens testadas foram sensiveis  ciprofloxacina.

Segundo relatério da Agéncia Nacional de VigilGncia Sanitdria® uma baixa
porcentagem de cepas de Salmonella isoladas de carcaca de frango no Brasil
apresenta resisténcia a essa droga, ou seja 0,4%. Zhao et al.?? verificaram que 100% de
seus isolados de S. Heidelberg se apresentaram sensiveis a ciprofloxacina, corroborando
o presente estudo. Apesar desse percentual ser baixo, & de suma importéncia monitorar
a susceptibilidade das cepas frente a quinolonas, classe que inclui a ciprofloxacina e a
enrofloxacina, portanto, o aumento da resisténcia pode representar um elevado risco

em curto e médio prazos, pois sdo amplamente utilizadas em doses terapéuticas.®
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Para o ceftiofur, trés isolados apresentaram perfil intermedidrio, ou seja, € preciso
monitorar a ocorréncia desses patdégenos que poderdo vir a desenvolver mecanismos
contra a acdo dessa droga, pertencente a classe dos R-lact@micos, capaz de inibir a

sintese de parede celular da célula bacteriana.®

Isolados de bacterianos resistentes a trés ou mais classes de antimicrobianos
sdo classificados como multirresistentes,?” porém, no presente estudo ndo se obtiveram

isolados de Salmonella com esse perfil.

Os resultados obtidos revelam que cepas de Salmonella isoladas da cadeia
produtiva de frango de corte destinado a consumo humano podem ser um risco &
populacdo no que se refere a resisténcia a antimicrobianos. Ademais, € de suma
importancia monitorar o perfil de susceptibilidade das linhagens, uma vez que diversas
drogas utilizadas na medicina veterindria quanto na humana podem deixar de surtir

efeito sobre Salmonella sp.%

4 CONCLUSAO

Salmonella sp. € um patdégeno que se encontra amplamente distribuido na cadeia
produtiva de frango de corte. O agravante maior € a resisténcia a drogas antimicrobianas,
como o florfenicol e a neomicina, constituindo-se o patdgeno um fator de risco para a

saude publica em geral.

O estudo permitiu avaliar que a cadeia produtiva de frangos de corte, em todo o
mundo, tem como principal problema a contaminacdo por patdégenos, particularmente
Salmonella sp. Contudo, observou-se que ainda existem antimicrobianos que tém ac¢cdo
sobre Salmonella oriunda do ambiente de producdo avicola, como, por exemplo,
ciprofloxacina, norfloxacina, fosfomicina e gentamicina. Portanto, estes constituem-se em
boas opcdes de reducdo da contaminacdo dos animais pelo patdgeno, além de outras
medidas profilaticas que podem ser utilizadas. O importante € que o confrole do patdégeno

e 0 monitoramento constantes reduzam o risco de doencas transmitidas por alimentos.
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