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RESUMO

Objetivou-se com esta pesquisa investigar a presenca de Salmonella sp. em
matérias primas de origem animal utilizadas na fabricacdo de racdes de frangos de
corte, em ragles coletadas diretamente dos comedouros das aves, em 0rgaos e
conteudos de cecos e forros de caixa de transporte de pintos de um dia, em
amostras ambientais, em amostras de suabes de maos de funcionarios de granjas
e em amostras de abatedouro bem como tipificar e determinar o perfil de
resisténcia das cepas de Salmonella sp. encontradas, frente a acdo de nove
quimioterapicos. Para analise dos dados foi feita frequéncia descritiva dos
resultados encontrados. Coletou-se 1200 amostras de farinhas e Salmonella sp. foi
encontrada em 10,5% das amostras com predominancia do sorovar Enteritidis. A
frequéncia da bactéria em farinhas de carne foi de 12%, nas de sangue 6,8%, nas
de penas 4,3% e nas de visceras 14,6%. Foram isoladas também Salmonella
Cerro, Salmonella Montevideo, Salmonella Anatum, Salmonella Tennessee e
Salmonella Typhimurium entre outras. Em relagdo ao perfil de resisténcia das
cepas encontradas nas diversas categorias de farinhas foi observado resisténcia a
sulfonamidas, a neomicina, a tetraciclina, ao trimetopim-sulfametoxasol e ao
florfenicol. Das trés cepas da bactéria isoladas de racdes duas eram de Salmonella
Enteritidis e uma de S. Anatum, apresentando resisténcia a sulfonamidas e a
neomicina. Dos 32 lotes de pintos de um dia 9,4% apresentaram positividade para
Salmonella e dos 32 lotes de forros de caixa de transporte 9,4%. As amostras
ambientais, cama antes do alojamento, suabes de comedouro e de bebedouro e
agua de bebida das aves apresentaram resultados negativos para Salmonella sp..
Suabes de arrasto de cama de aviarios, amostras de Alphitobius diaperinus e
suabes de maos de funcionarios das granjas apresentaram frequéncia de 12,5%,
12,5% e 6,5% respectivamente. Nas amostras de suabes de arrasto o sorovar
Enteritidis foi 0 mais freqiente e nas amostras de cascudinhos e suabes de méaos
foi 0 Unico sorovar isolado. Nas amostras de abatedouro 26,7% dos lotes de
inglavio e 33,3% dos lotes de cecos foram positivos para Salmonella sp.. Com
relacdo ao perfil de resisténcia das cepas isoladas, observou-se resisténcia a
sulfonamidas, a amoxacilina e a enrofloxacina nas amostras de pintos de um dia e
a amoxacilina nas amostras de forros de caixa de transporte. Nos suabes de
arrasto e amostras de cascudinhos, as bactérias foram resistentes a sulfonamidas.
Nas amostras de inglavios, foi observada resisténcia a sulfonamidas e a
enrofloxacina e nos cecos a sulfonamidas, ao trimetopim-sulfametoxasol, a
tetraciclina, a amoxacilina e a ampicilina.

Palavras chave: cascudinhos, farinhas, quimioterapicos, Salmonella Enteritidis,

suabes de arrasto
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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

A estrutura fundiaria, a oferta de grdos e a disponibilidade de mao de
obra séo fatores que favorecem o desenvolvimento da avicultura brasileira por
gerarem um baixo custo de producao (DICKEL, 2004). Apesar da crise econdmica
instalada no mundo em outubro de 2008, a producdo de carne de frango, no
Brasil, registrou crescimento de 4,5%, pouco abaixo dos 6,2% em 2007. O Pais
se destaca no cenario das exportacbes desse produto posicionando-se como
terceiro produtor no ranking mundial e maior exportador, seguido dos Estados
Unidos da América e Unido Européia. De toda a producdo nacional, 33% foram
destinadas ao mercado externo e o estado de Goias contribuiu com 4,43% desse
montante. Estes dados demonstram a dependéncia do setor avicola frente as
exportacdes (ABEF, 2009).

O conceito de qualidade de alimento reflete a satisfacdo de
caracteristicas visualizadas pelo consumidor como aparéncia, embalagem, preco
e disponibilidade. Muitas vezes as condi¢des intrinsecas de seguranca alimentar
nao sao conhecidas e o termo “consumo de alimento seguro”, no ambito da saude
significa a garantia de produtos livres de contaminantes de natureza quimica,
fisica e biolégica ou de qualquer outra substancia que coloque a saude humana
em risco (SILVA, 2006).

Com o avang¢o do comércio internacional de alimentos o controle da
seguranca alimentar deve ser aplicado tanto em produtos direcionados ao
consumo interno quanto para alimentos destinados a exportacdo. Os critérios
desses sistemas de controle constam em requerimentos internacionais em
constante discussao no contexto da Organizacdo Mundial do Comércio, Codex
Alimentarius e nas legislacdes proprias de cada governo (SILVA, 2007).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), criou o
Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA), que se baseia na vigilancia,
controle e erradicacdo das principais doengas aviarias importantes para a saude
animal e humana. A adoc¢éo de praticas de controle sanitario e desenvolvimento

técnico e cientifico objetiva reduzir a presenca de patégenos na carne de frango e
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nas criagbes com intuito de fornecer produtos de excelente qualidade nos
mercados nacional e internacional. Contribuindo com esse programa foi
implementada também a Instrucdo Normativa N. 78, que € a responsavel pela
aprovacdo das Normas Técnicas para Controle e Certificacdo de Nucleos e
Estabelecimentos Avicolas como livres de Salmonella Gallinarum e de Salmonella
Pullorum e livres ou controlados para Salmonella Enteritidis e para Salmonella
Typhimurium (BRASIL, 2003).

Dentre as dificuldades enfrentadas pela avicultura industrial para
produzir um alimento seguro, a presenca de agentes patogénicos como, por
exemplo, Salmonella, na cadeia de producao, é uma questao relevante, pois, este
microrganismo € responsavel por provocar doencas no homem e nos animais
(BRENNER et al., 2000).

Faz-se necesséaria a implantagdo de um eficiente programa de
prevencao e controle ja que, se tornou prioridade como a doencga de maior risco
para industrias avicolas brasileiras (TESSARI et al., 2003). Segundo GAMBIRAGI
et al., (2003), a presenca de Salmonella sp. em produtos de origem avicola € uma
barreira sanitaria capaz de restringir o comércio de aves e seus derivados.

A partir do ano de 2003, BRASIL (2003) passou a realizar um
monitoramento continuo do nivel de contaminacdo por Salmonella sp. em
abatedouros de aves. A fundamentacdo deste programa, nos estabelecimentos
sob inspecdo federal, se deu em razao das exigéncias em relacdo a seguranca
alimentar, aliada a necessidade de que o sistema de inspec¢éo seja realizado com
base nos principios de Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) e na Analise de Riscos
e Pontos Criticos de Controle (APPCC). A construcdo deste sistema podera
também, ajudar no rastreamento de surtos epidemioldgicos causados por
Salmonella e na construgcdo de um sistema de informagdes para avaliacdo da
contaminacgao dos produtos.

Diante do exposto e considerando a importancia do Estado de Goias
no cenario brasileiro para produgdo de aves, objetiva-se com este trabalho a
determinacado da freqiéncia de isolamento de Salmonella sp. em matérias primas
de origem animal utilizadas na fabricacdo de racdes de frangos, averiguacédo do

perfil de resisténcia frente aos antimicrobianos das cepas isoladas, bem como a
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identificacdo dos fatores determinantes para presenca de Salmonella sp. em

criacoes de frangos de corte.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Salmoneloses

Salmonellae sdo enterobactérias distribuidas mundialmente e
agrupadas em 2.541 sorovares. O género Salmonella atualmente € composto por
duas espécies Salmonella enterica e Salmonella bongori (CDC, 2005). A espécie
Salmonella enterica € dividida em seis subespécies sendo que 0S sorovares
isolados com maior frequéncia em aves e mamiferos pertencem a subespécie
enterica (KAUFMANN et al., 2001).

Sao microrganismos pertencentes a familia Enterobacteriaceae,
usualmente moveis, com flagelos peritriquios, com excecado S. Pullorum e S.
Gallinarum, que sdo imoveis. Sao bastonestes Gram-negativos e apresentam
como temperatura 6tima de crescimento 37°C. Bioquimicamente sdo oxidase,
indol e urease negativas, porém, catalase, citrato, lisina e vermelho metila
positivas (HOLT et al., 1994).

Considera-se que o género Salmonella é relativamente resistente ao
calor e a presenca de substadncias quimicas, porém ndo sobrevivem a
temperatura de 55°C em uma hora ou a 60°C por 15 a 20 minutos (GAMA, 2001).
Possuem crescimento bacteriano lento quando expostas a baixa temperatura
fazendo com que o controle dessa variavel seja significativo no comércio de
produtos de origem avicola (GAST & HOLT, 2001). Quanto ao pH, as salmonelas
crescem em intervalo de 4,5 a 9,0 com crescimento 6timo na faixa de 6,5 a 7,5
gue € o pH da maioria dos alimentos de origem animal (COSTA, 1996).

De acordo com GORZYNKSI (1997), a parede celular das bactérias
Gram-negativas possui trés componentes externos a camada peptidoglicana:
lipoproteina, membrana externa e lipopolissacarideo (LPS). O polissacarideo do
LPS é o principal antigeno de superficie desses microrganismos, e é designado
como “O” (somatico). Os antigenos “O” s&o descritos por numeros arabicos e
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caracterizam os sorogrupos de Salmonella, por isso o mesmo antigeno “O” é
comum a varios sorotipos. Ja os antigenos “H” (flagelar) sdo de natureza protéica,
também espécie-especifico, descritos por letras minusculas do alfabeto e por
nameros arabicos. Esses antigenos podem ocorrer em duas fases: 1 e 2
significando que uma Salmonella que contém um determinado antigeno pode dar
origem a um clone que expressa outro antigeno flagelar durante a multiplicagao
da bactéria (CAMPOS, 2002).

A caracterizacdo antigénica desse patdogeno é um valioso instrumento
de vigilancia epidemiolégica, pois permite a identificacdo de sorovares circulantes
bem como monitoramento da emergéncia de novos sorovares em determinada
regido (SOLARI et al., 1997).

DICKEL (2004) categorizou as salmoneloses aviarias em trés grupos
de doencas: pulorose, tifo aviario e o paratifo aviario. A pulorose é causada pela
Salmonella Pulllorum e acomete principalmente aves jovens provocando quadros
de diarréia branca, elevada mortalidade sendo a transmisséo vertical a principal
forma de infeccdo. Ja o tifo aviario tem como agente a Salmonella Gallinarum e
ocorre mais em aves adultas, a transmissdo se da por diversas vias e cursa com
diarréia esverdeada e taxa de mortalidade podendo chegar a 80%. O paratifo
aviario € causado por qualquer sorotipo de Salmonella, exceto os sorotipos S.
Pullorum e S. Gallinarum, infectando aves e mamiferos jovens ou adultos, por
isso sdo denominadas sorovares inespecificos constituindo uma zoonose
complexa em sua epidemiologia.

Nos ultimos anos, as infeccbes paratificas tém sido priorizadas como
de alto risco para a producao avicola nacional. Esse fato se deve principalmente a
importancia na saude publica dos sorovares Salmonella Enteritidis e Salmonella
Typhimurium presentes nas aves (ANDREATTI FILHO, 2009).

2.2 Salmonella sp. e saude publica

TEO & OLIVEIRA (2005) relataram que a carne de frangos e 0s ovos
desempenham importante papel na transmissdo de salmonelose para seres
humanos. Anteriormente, ZHAO et al. (2001) afirmaram que estudos
epidemioldgicos em humanos, apontaram a salmonelose como responsavel por

significantes indices de morbidade e mortalidade, tanto em paises em
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desenvolvimento como nos desenvolvidos, a partir principalmente da ingestao de
alimentos de origem avicola. Como tais produtos podem representar a principal
fonte de infeccao alimentar para o homem, ANDRADE (2005) ressaltou que este
fato tem contribuido para a intensificacdo de pesquisas na area.

No ano 1981, o género Salmonella foi um dos principais patdgenos
veiculados por alimentos na Inglaterra e Pais de Gales, 8.829 cepas foram
isoladas de humanos, sendo que 45,2% de S. Typhimurium, 12,3% de S.
Enteritidis, 7,5% de S. Virchow e 35% de 188 outros sorovares (WARD et al,
1990). Em 1990, das 30.112 cepas isoladas, também de humanos, os sorovares
Enteritidis, Typhimurium e Virchow foram os mais comuns representando 63%,
18% e 4%, respectivamente do total. Os 15% restantes foram de outros 193
sorovares, cada um compreendendo menos de 0,1% do montante de cepas
isoladas (THRELFALL et al, 1991).

Nos EUA, na década de 80 a S. Enteritidis emergiu como causadora de
epidemia sendo notado aumento no namero de surtos veiculados por alimentos,
nas regides nordeste e meio atlantico. Ja no inicio dos anos 90 essas taxas
comecaram a declinar no nordeste daquele pais expandindo-se pela regido do
pacifico e no ano 1999 houve um novo declinio o que nao ocorreu em 2001. De
1990 a 2000 foram relatados 677 surtos por S. Enteritidis em humanos, sendo
23.366 doentes, 1.988 internacdes hospitalares e 33 6bitos (CDC, 2003).

Dados recentes levantados em estudos realizados nos EUA
detectaram 32 casos de salmonelose, ocorridos em outubro de 2008, pela
ingestdo de carne de frango mal cozida. O Departamento de Agricultura
americano alegou que a maioria das pessoas afetadas adoeceu por ndo seguirem
as instrucdes contidas no rétulo do produto. Nesses pratos de “Cordon Bleu”
(frangos recheados com queijo), o frango costuma estar empanado ou pré-cozido
parecendo ja estar pronto para o consumo. No entanto, o alimento deveria ser
cozido no forno para eliminar possiveis contaminantes (ESTADAO, 2008).

J4, no Brasil, ALCOCER (2004) relatou que entre 1999 a 2002
ocorreram 91 surtos de salmonelose no Parana e o0s produtos avicolas
contribuiram com a maior porcentagem dos alimentos contaminados sendo 0s

ovos com 52,5% e a carne com 35,3% dos casos.
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Um estudo feito pelo Centro de Vigilancia Epidemiolégica — Secretaria
Estadual de Saude/SP com base em notificacBes de surtos e levantamento de
diagnéstico laboratorial, no periodo de 1999 a 2007, mostrou que grande parte
dos surtos de diarréia causados por bactéria no Estado de Sdo Paulo € devido a
Salmonella sp., sendo que Enteritidis representa 43,2% desses surtos (CVE,
2008).

Em avaliacdo realizada pelo Ministério da Saude no periodo de 1999-
2008, ficou comprovada a ocorréncia de 6.062 surtos de doencgas transmitidas por
alimentos (DTA) envolvendo 117.330 pessoas doentes e 64 Obitos. Em 49% dos
surtos que tiveram a fonte de infeccdo identificada, Salmonella sp. estava
envolvida em 42,9% e dentre os alimentos envolvidos os ovos crus e mal cozidos
foram responsaveis por 22,8% (BRASIL, 2010).

Outro ponto de grande importancia e que tem levantado muitos
questionamentos é a resisténcia bacteriana. Os antimicrobianos sdo usados em
varias fases do ciclo de producdo das principais espécies animais. Além do seu
uso na terapia, tém aplicacdo em medidas de profilaxia e como promotores de
crescimento (ABEF, 2009). A utilizacdo incorreta desses principios ativos na
medicina humana, o0 seu uso na alimentacédo animal com objetivos terapéuticos,
profilaticos e de promocéo de crescimento tem sido apontado como 0s principais
responsaveis pela presenca da resisténcia aos antibidticos em bactérias
patogénicas para o homem. Além do desenvolvimento de resisténcia podem
acarretar problemas potenciais a saide do homem, como toxicidade e alergia
(McMULLIN, 2004) e isto tem trazido preocupacdes a saude publica.

Existe uma preocupacédo crescente sobre o fato de que a alimentacéo
com antimicrobianos em dietas de animais contribui para a formacdo de um
estoque de bactérias entéricas resistentes as drogas, que sao capazes de
transferir a resisténcia para bactérias patogénicas, causando risco a saude
publica. A maior preocupacdo é com respeito a penicilina e tetraciclinas porque
séo rotineiramente usadas em humanos (FERNANDES, 2007).

Os mecanismos que produzem resisténcia a drogas antibacterianas
incluem a producdo de enzimas pelas bactérias que destroem ou inativam as
drogas e a reducdo da permeabilidade das células bacterianas. As bactérias

também podem desenvolver rotas metabdlicas alternativas para substituir aquelas
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inibidas pelas drogas. Os antibidticos podem ser eliminados da célula, ou o sitio-
alvo da droga pode ser estruturalmente alterado. A alteracdo do sitio-alvo e a
destruicdo enzimatica do agente sao provavelmente os mecanismos mais comuns
pelos quais a resisténcia pode ocorrer (QUINN et al., 2005).

TAVECHIO (1999) analisou o perfil de resisténcia frente a 19
antibioticos em 195 amostras de Salmonella Enteritidis de origem humana e nao
humana e observou que em 63,5% das amostras houve resisténcia a um ou dois
antimicrobianos. Algumas cepas avaliadas, neste estudo, se mostraram
resistentes para trés e até sete antibioticos, principalmente nas amostras de

origem humana.

2.3 Aspectos epidemioldgicos

Baseando-se na patogénese, BARROW et al. (1994), dividiram o
género Salmonella em dois grandes grupos. O primeiro de bactérias capazes de
produzir doencas sistémicas em aves e raramente estando envolvidas em
toxinfeccdo humana. O segundo grupo de patdgenos que podem produzir
toxinfec¢do, mas a doenca s6 se manifesta nas aves em condi¢cfes especiais. S.
Typhimurium e S. Enteritidis podem produzir doenca nas aves sob determinadas
condicdes, porém, a maioria dos sorovares existentes pode colonizar o intestino
sem causar doenca.

A avicultura industrial necessita de um cuidadoso programa de
prevencdo e controle de salmonela devido aos problemas que esse patdgeno
pode trazer a este setor (TESSARI et al.,, 2003). Em saude publica, essas
bactérias estdo em evidéncia, por possuirem caracteristicas de endemicidade,
morbidade e dificuldade de controle devido aos mdltiplos parametros
epidemioldgicos envolvidos (HOFER & REIS, 1997).

TIETJEN & FUNG (1995) descreveram que entre 0s pontos que
caracterizam a epidemiologia da salmonelose, merecem atencdo o aumento na
resisténcia aos antibidticos e sua relacdo com individuos imunodeprimidos. De
acordo com SILVA & DUARTE (2002), a Salmonella Enteritidis entrou no Brasil
pela aquisicdo de material genético avicola, dos EUA e Unido Européia,
contaminado pela bactéria. Na década de 90 a S. Enteritidis tornou-se um grande

problema da avicultura e de saude publica brasileira. A taxa de crescimento
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avicola nessa época permitiu a proliferacdo das salmonelas e manutencao de
lotes positivos, assim como o uso incorreto de antibidticos em aves que favoreceu
0 aumento da resisténcia aos antimicrobianos inclusive em cepas de origem
humanas.

HOFER & REIS, (1997) ao analisarem a distribuicdo de sorovares de
salmonela isolados de diversas espécies de aves portadoras e doentes, no
intervalo de 1962 a 1991, originadas de algumas éareas avicolas do Brasil,
avaliaram antigenicamente 2.123 isolados confirmados da bactéria. As cepas
foram encaminhadas ao Laboratério de Enterobactérias do Departamento de
Bacteriologia da Fundagcdo Oswaldo Cruz ao longo desse periodo e 82,7%
tiveram como fonte de infeccdo Gallus gallus, com predominancia de animais
jovens. De acordo com os resultados obtidos a S. Enteritidis passou a integrar, a
partir de 1982, a categoria dos sorovares mais frequientes no Brasil.

No periodo de 1992 a 1996, SOLARI et al. (1997) mostraram que das
5.686 cepas isoladas de aves em diferentes estados (Goias, Minas Gerais, Mato
Grosso, Piaui, Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e Sdo Paulo) foram
identificados 58 sorovares. Cinco deles considerados como principais, pois,
estavam envolvidos em 79% dos isolamentos: S. Enteritidis — 61,7%,
S.Heidelberg — 8,3%, S. Hadar — 4,5%, S.Typhimurium — 2,3%, S. Infantis — 2,2%.

A salmonela possui duas formas de transmisséo, vertical e horizontal.
ANDREATTI FILHO (2009) e SHIVAPRASAD (2000) caracterizaram transmissao
vertical como sendo aguela em que 0 ovo se contamina ainda dentro da galinha e
transmissdo horizontal ocorre apds a postura nos ninhos, nos galpdes de
matrizes, nos caminhdes e nos incubatorios quando os ovos para incubacao
podem ser contaminar por Salmonella sp. (ROCHA et al., 2003).

ANDRADE (2005) verificou que em inoculagbes experimentais de
frangos de corte, Salmonella Enteritidis causou infec¢cbes assintomaticas, ou
discreta doenca clinica, com consideravel colonizacédo intestinal. Estes dados
comprovam que o estado de portador é o fator epidemioldgico mais relevante e a
falta de sintomas, aliada as dificuldades técnicas para sua deteccao converte as
aves em fonte continua de contaminacdo do meio ambiente e, portanto, dos
produtos de origem animal (RODRIGUES, 2005).
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2.4 Salmonella sp. na industria avicola

Para industria de alimentos a presenca de salmonelas esta
intimamente ligada a imagem de qualidade da empresa e de seus produtos.
Dentre as acOes empregadas pelas industrias brasileiras em razdo das exigéncias
de seguranca dos alimentos no abate, estdo a realizacdo de um sistema de
inspecdo em conjunto com as praticas de garantia de qualidade, baseado nos
principios de Boas Praticas de Fabricacdo, no Procedimento Padrdo de Higiene
Operacional (PPHO) e na Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle
(APPCC) (SILVA, 2005).

Ressalta-se ainda que a industria avicola brasileira tem adotado
critérios com relacdo ao controle de salmonelas que abrangem acdes, no
ambiente criatorio, ou seja, no pré-abate e no abatedouro. A¢cdes no pré-abate
tém o intuito de controlar a presenca desse agente nos plantéis de frangos com o
objetivo de reduzir o niumero de aves portadoras dentro do matadouro (SILVA,
2005). Estas aves portadoras assintomaticas de salmonelas sao a fonte inicial de
contaminagdo no abate, e um conjunto de aplicacdes realizadas durante o abate
como o manuseio inadequado de carcagas e dos equipamentos permitem a
disseminacdo do microrganismo ao produto final, pois, sdo bactérias que
possuem relativa resisténcia a dessecacdo, ao congelamento, a salmoura e a
defumacédo (RODRIGUES, 2005).

A qualidade dos programas de higiene das granjas, dos incubatorios e
dos abatedouros influencia acentuadamente a presenca ou auséncia de
salmonelas no produto final. E importante salientar que o resfriamento ndo torna
as salmonelas inviaveis enquanto que o congelamento pode reduzir ou até

mesmo inviabilizar estas bactérias (SANTOS et al., 2003).

2.5 Fatores determinantes de infeccao no ciclo de produgéo de frangos

De acordo com TESSARI et al. (2003) as trés maiores fontes de
infeccdo por salmonela para a cadeia avicola sdo o alojamento de um lote
infectado, o fornecimento de ra¢des contaminadas e o ambiente criatorio das aves

contaminado.
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Para obter uma melhor qualidade sanitaria de pintos de corte e de
postura, o incubatdrio necessita de um rigoroso controle microbiolégico e adoc¢éo
de praticas eficazes de desinfeccdo (TESSARI et al., 2002), ja que para COX et
al. (2000) as condicbes de umidade e temperatura desse ambiente favorecem a
proliferacdo de microrganismos, assim como da Salmonella.

Com relacdo a contaminacédo de pintos de um dia ROCHA et al (2003),
afirmaram que a transmissédo vertical em frangos pode ocorrer e evita-la é
primordial na prevencdo da introducdo de salmonelas nas granjas. Além disso,
SILVA (2005) relatou que a bactéria pode passar da matriz para o pinto, no
entanto, a forma mais comum de transmissao se da pela contaminacdo da casca
dos ovos na postura, permanecendo na incubacdo e em seguida nos pintos
nascidos. No momento da eclosdo de um ovo contaminado ocorre a
disseminacdo do patégeno para pintos que nao estavam infectados. Isso pode ser
observado na caixa de transporte e nos galpdes. Uma vez que em uma infeccao
por Salmonella, alguns animais morrem, no entanto, outros permanecem como
hospedeiros da bactéria sem apresentar sintomas (ANDRADE, 2005).

As racbes e suas matérias primas de origem animal, principalmente
farinha de penas e visceras, podem ser vias de disseminacdo horizontal de
Salmonella sp. Esta contaminacdo pode acontecer por falha operacional no
abatedouro permitindo a contaminacdo cruzada entre visceras cruas e visceras
cozidas ou a contaminacdo entre areas sujas (recebimento) e limpas
(processamento) (SILVA, 2005).

Outro ponto que pode estar relacionado com a contaminacdo por
salmonela é a cama do aviario. Analises positivas para Salmonella,
principalmente S. Enteritidis, em amostras de suabe de arrasto de cama de
aviario podem indicar manutencao desse sorovar durante toda a vida dos frangos,
desde a chegada até a saida para o abate, podendo deixar inclusive o local
contaminado para os proximos lotes, mesmo com o cuidado do vazio sanitario
(SILVA, 2005).

Além desses fatores de risco de infeccdo de Salmonella em uma granja
deve-se salientar a presenca de artropodes no ambiente criatério. Alphitobius
diaperinus, popularmente designado “cascudinho”, pode desempenhar o papel de

veiculador e de reservatério potencial de bactérias podendo até perpetuar a
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infeccdo em lotes sucessivos, pois sdo capazes de contaminar o solo e a agua, e
a sobrevida da Salmonella no ambiente principalmente, na presenca de matéria
organica pode ser longa (RODRIGUES, 2005).
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CAPITULO 2 — Salmonella sp. EM MATERIAS PRIMAS DE ORIGEM ANIMAL
UTILIZADAS NA FABRICACAO DE RACOES DE FRANGOS DE CORTE E EM
RACOES E DETERMINACAO DO PERFIL DE RESISTENCIA DOS ISOLADOS
AOS ANTIMICROBIANOS.

RESUMO: Objetivou-se com esse trabalho analisar a freqiéncia de isolamento de
Salmonella sp. em matérias primas de origem animal utilizadas na fabricacdo de
racdes de frangos de corte e em ragdes coletadas diretamente dos comedouros
das aves e determinar o perfil de resisténcia das cepas isoladas. Para analise dos
dados foi feita frequéncia descritiva dos resultados encontrados. No total foram
coletadas 1200 amostras de farinhas e Salmonella sp. foi encontrada em 10,5%
das amostras. A freqiiéncia da bactéria em farinhas de carne foi de 12%, nas de
sangue 6,8%, nas de penas 4,3% e nas de visceras 14,6%. Salmonella Enteritidis
foi o sorovar mais isolado seguido de Salmonella Cerro e Salmonella Montevideo.
Foram isoladas também Salmonella Anatum, Salmonella Tennessee e Salmonella
Typhimurium. Em relacdo ao perfil de resisténcia das cepas encontradas nas
diversas categorias de farinhas foi observado resisténcia a sulfonamidas, a
neomicina, a tetraciclina, ao trimetopim-sulfametoxasol e ao florfenicol. Das trés
cepas da bactéria isoladas de racdes duas eram de Salmonella Enteritidis e uma
de S. Anatum, apresentando resisténcia a sulfonamidas e a neomicina.

Palavras chave: farinhas, quimioterapicos, Salmonella Enteritidis
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CHAPTER 2 - Salmonella sp. IN THE RAW MATERIALS USED IN ANIMAL
FEED MANUFACTURING BROILERS AND FEED, CLASSIFICATION PROFILE
AND DETERMINATION OF RESISTANCE OF STRAINS ISOLATED TO
ANTIMICROBIAL

ABSTRACT: The objective of this work was to analyze the frequency of isolation of
Salmonella sp. in raw materials of animal origin used in the manufacture of ration
for broiler diets and collected directly from bird feeders, characterize and
determined the resistance profile of the strains. Data analysis were done often
descriptive of the results. In total, 1200 samples were collected from flour and
Salmonella sp. was found in 10.5% of samples. The frequency of bacteria in meat
flour was 12%, in blood of 6.8%, 4.3% of feathers and 14.6% in viscera.
Salmonella enteritidis was the serotype most isolated, followed by Salmonella
Cerro and Salmonella Montevideo. Were also isolated Salmonella Anatum,
Salmonella typhimurium and Salmonella Tennessee. In relation to the resistance
profile of the strains found in the various categories of flour, was observed
resistance to sulfonamides, neomycin, tetracycline, trimetopim-sulphamethoxazole
and florfenicol. Of the three strains of bacteria isolated from ration, two were
Salmonella enteritidis and S. Anatum, showing resistance to sulfonamides and
neomycin.

Keywords: flour, chemotherapics, Salmonella Enteritidis
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1. INTRODUCAO

Racdes avicolas integram o sistema de producdo de aves e devem
apresentar padrdes higiénico-sanitarios que nao permitam a veiculacdo de
agentes patogénicos para a cadeia alimentar do animal e do homem. Para REIS
et al. (1995) estes produtos podem constituir-se em um elo importante no ciclo
epidemioldgico das salmoneloses aviarias e na disseminacdo de cepas de
Salmonella sp. resistentes a quimioterapicos colocando portanto, em situacdo de
risco a satde humana.

As racdes e suas matérias-primas, principalmente as de origem animal,
sdo consideradas potencialmente perigosas e estdo entre as principais fontes de
contaminacao de diferentes sorovares de Salmonella para a cadeia de producao
avicola. Destacam-se nesse grupo as farinhas de penas/visceras que constituem
um processo denominado ‘“reciclagem de salmonelas”. A contaminacdo de
matérias-primas por sorovares ndo adaptados as aves pode ocorrer devido a
falhas operacionais que permitem contaminacdo cruzada entre materiais crus e
cozidos dentro dos abatedouros de aves ou contato direto entre areas sujas e
limpas dos estabelecimentos (SILVA, 2005).

A emergéncia de patégenos possuidores de genes de resisténcia a
antibioticos tem sido uma das principais preocupa¢fes em saude publica.
FUKAYAMA et al., (2005) mostraram que o desenvolvimento acentuado do setor
avicola proporcionou também o uso em larga escala de antibiticos como
promotores de crescimento em frangos de corte, melhorando o desempenho e
reduzindo a mortalidade das aves. Apds anos de uso destes produtos em ragdes
uma série de questionamentos tem ocorrido, como por exemplo, que esses nao
devem possuir os mesmos principios ativos de antibidticos utilizados na linha
humana. Ou ainda, ndo devem conter em sua composicdo moléculas cuja
estrutura tivesse a capacidade de provocar resisténcia cruzada a antibidticos
recomendados para a terapéutica humana.

Outro aspecto a ser considerado € o0 uso indiscriminado de
antimicrobianos, na terapéutica humana e animal, por profissionais da area,
vendedores e criadores. Estas condutas tém contribuido para o surgimento de

Salmonella resistentes a diferentes drogas causando grande preocupacdo em
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saude publica. A disseminacdo de fendtipos resistentes de pessoa a pessoa,
entre pessoas e animais é risco potencial. Por isso o monitoramento da
susceptibilidade aos antimicrobianos € de fundamental importancia para avaliar os
riscos de transferéncia de Salmonella resistentes a populacbes humanas e
animais.

Tendo em vista a importancia da utilizacdo de insumos de origem
animal, como fonte de proteina em rac¢des de frangos de corte, aliada a qualidade
microbiolégica desse alimento desenvolveu-se este estudo para avaliar a
freqiéncia de contaminacdo da matéria-prima e de racGes por Salmonella sp.,

bem como determinar o perfil de resisténcia das cepas isoladas e tipificadas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local

O experimento foi realizado no Laboratério de Bacteriologia do
Departamento de Medicina Veterinaria da Escola de Veterinaria (EV) da
Universidade Federal de Goias (UFG) durante os meses de janeiro de 2008 e
janeiro de 2009.

2.2. Pesquisa de Salmonella sp.

Foram coletadas de forma aleatdria 1200 fragcbes de matéria prima de
origem animal (farinha de carne, sangue, penas e visceras) utilizadas na
preparacdo de ragbes para a alimentagdo de frangos de corte. Porgdes de
matérias primas foram coletadas em diferentes pontos dentro do caminhdo para
composicdo de uma amostra. Em seguida homogeneizada, colocada em saco
plastico, identificadas e acondicionadas em caixas isotérmicas contendo gelo e
transportada ao laboratério, onde foram processadas de acordo com BRASIL
(2003).

Paralelamente, coletaram-se de forma aleatéria, 32 amostras de racéo
de comedouro em 32 galpdes de aves com 24 dias de idade. Cada amostra foi
composta de porcdes de racdo coletadas em trés pontos diferentes dentro do
galpdo. Em seguida homogeneizada, colocada em saco plastico, identificada e
acondicionada em caixas isotérmicas contendo gelo e transportada ao laboratério,
onde foram processadas de acordo com BRASIL (2003).

Foram pesados 25g de cada amostra, colocadas em 225 mL de agua
peptonada a 1%, homogeneizadas e incubadas a 37°C por 18-20h. Ap0Os esse
periodo as amostras foram homogeneizadas e 1 mL dessa solucéo foi transferido
para 9 mL de caldo selenito cistina (CS) e 0,1 mL para 10mL de caldo Rappaport
Vassiliadis e incubadas a 37°C por 24h. Apoés esse periodo, com auxilio de uma

alca de niquel-cromo, aliquotas foram plaqueadas por esgotamento em estrias
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para meios seletivos: &gar XLT4, &gar Hektoen e agar verde brilhante, e
novamente incubados a 37°C por 24h.

A leitura foi realizada através da selecado de unidades formadoras de
colonias (UFC) com caracteristicas morfolégicas de Salmonella. De trés a cinco
UFC por placa foram transferidas para tubos contendo triplice acucar ferro (TSI) e
incubados a 37°C por 24h.

Isolados dos tubos contendo TSI com crescimento sugestivo de
Salmonella foram submetidos ao teste de urease, produgédo de indol, vermelho
metila, motilidade, lisina descarbozilase, teste do malonato e citrato de Simnons.
Assim, quando as reac¢Oes bioquimicas eram compativeis com Salmonella, as
amostras foram submetidas ao teste soroldgico com soro polivalente anti-O e as
que apresentaram resultados positivos foram remetidas a Fundacdo Oswaldo

Cruz (FIOCRUZ) em agar nutriente para tipificacdo do sorovar isolado.

2.3. Determinagé&o do perfil de sensibilidade

O perfil de sensibilidade antimicrobiana de 126 amostras de Salmonella
sp. foi determinado pelo método de Difusdo em Disco de acordo com NATIONAL
COMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS - NCCLS (2002), com
algumas modificagoes.

Os antibioticos testados foram amoxacilina (10 mcg), ampicilina (10
mcg), ciprofloxacina (5 mcg), enrofloxacina (5 mcg), florfenicol (30 mcg),
neomicina (30 mcg), sulfonamida (300 mcg), tetraciclina (30 mcg) e trimetopim-

sulfametoxazol (25 mcg).

Com uma agulha de niquel-cromo transferiram-se cinco unidades
formadoras de colénia com caracteristicas morfoldégicas semelhantes para 5 mL
de caldo Casoy. Incubou-se o caldo inoculado até atingir a turvacédo de 0.5 na
escala de Macfarland. Entdo um suabe foi umedecido no caldo, pressionando
contra as paredes do tubo para remover o0 excesso e esfregado em varias
direcdes sobre a superficie de uma placa de petri contendo o 4gar Mueller-Hinton,
até obter uma camada uniforme e homogénea do indculo. Aguardava-se em torno

de 15 minutos para ocorrer a difusdo do caldo com indculo no agar e entéo
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depositavam-se os discos de antibioticos sobre a superficie inoculada com o

auxilio de uma pinga.

Os discos eram pressionados para uma melhor aderéncia ao meio, e
mantidos a uma distancia de aproximadamente 3 cm um do outro. Depois de
serem colocados os discos, as placas eram incubadas na posicao invertida por
18-24 horas a temperatura de 35-37°C. ApGs esse periodo, procedia-se a leitura
dos halos de inibicdo com o auxilio de uma régua e os resultados eram

interpretados de acordo com uma tabela considerando a concentracéao do disco.

2.4. Andlises estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de frequiéncia para avaliacdo dos

resultados.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

De um total de 1200 farinhas analisadas, 58,5% (702/1200) foram de
carne, 12,2% (147/1200) de sangue, 17,3% (208/1200) de penas e 11,9%
(143/1200) de visceras. Como pode ser verificado dentre as diferentes categorias
analisadas, predominou-se a farinha de carne com 58,5% (702/1200) das analises
realizadas. Salmonella sp. foi detectada em 10,5% (126/1200) das amostras de
diferentes categorias de farinha e em 9,3% (3/32) das ragbes coletadas nos
comedouros. Observa-se na Figura 1 que 12% (86/702) foram provenientes de
farinha de carne, 6,8% (10/147) de farinha de sangue, 4,3% (9/208) de farinha de
penas, 14,6% (21/143) de farinhas de visceras.

100,0%

80,0%

60,0% -

40,0% 4

NN NN N

20,0% A

Farinha de | Farinhade | Farinhade | Farinhade | Racgdo do

Carne Sangue Penas Visceras | Comedouro

O % Positivas 12,0% 6,8% 4,3% 14,6% 9,30%
B % Negativas 88,00% 93,20% 95,70% 85,40% 90,70%

FIGURA 1 — Frequéncia (%) de Salmonella sp. isoladas de farinhas de origem
animal e racdes de comedouros no periodo de janeiro 2008 -
dezembro 20009.

A importancia da qualidade microbiolégica de matérias primas de
origem animal como principal veiculo ou fonte de infeccdo de salmonelas
paratificas para galpdes de frango de corte foi apontado por BERCHIERI JUNIOR
et al. (1989). No entanto, pesquisas nesse sentido continuam sendo importantes
pois, ao analisar os achados deste estudo (Figura 1), verifica-se positividade para
Salmonella sp.. Estes resultados sao diferentes dos resultados de BOSQUIROLI
(1996) que ao investigar a presenga deste patdgeno em 99 amostras em farinhas

de carne, de penas e de visceras, obteve frequéncias mais altas de isolamento,
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ou seja, de 55%, 48,5% e 46,2%, respectivamente. Diferem também dos
resultados de CALIXTO et al. (2002) que avaliaram 60 amostras de farinha de
carne e 0ssos e 60 de farinha de sangue e obtiveram 20,8% positivas para o
mesmo agente.

Por outro lado, os resultados desta pesquisa (10,5%) se aproximam
dos resultados encontrados por SOUZA et al. (2005) que ao investigarem a
presenca da bactéria em 363 amostras de farinhas de origem animal obtiveram
positividade em 8,6% das amostras. Estes pesquisadores encontraram 10,3%,
6,5% e 8,6% das amostras de farinhas de carne, penas e Vvisceras,
respectivamente, positivas para Salmonella sp. e neste trabalho registrou-se
12,0%, 4,3% e 14,6% para as mesmas categorias, portanto somente as farinhas
de penas tiveram frequiéncia menor (4,3%) e a maior frequéncia coube as farinhas
de visceras (14,6%).

Considerando o disposto na Instru¢do Normativa n°15, (BRASIL, 2003)
que estipula a temperatura de 133°C durante 20 minutos no processamento de
residuos e que a Salmonella é inativada a 60°C por 15-20 minutos (GAMA, 2001)
pode-se afirmar que ocorreu contaminacdo por este patdgeno, nas farinhas,
durante a manipulacdo, armazenamento e transporte em ambientes
contaminados e precariedade na adocdo de Boas Praticas de Fabricacdo. A
variabilidade obtida nos valores de frequéncia neste estudo, e na literatura
pesquisada pode ser atribuida a diferentes fatores como origem e categoria das
matérias primas, metodologia empregada na coleta e mesmo nos procedimentos
bacteriolégicos nos quais as amostras foram submetidas.

Observa-se ainda, ao avaliar os resultados da pesquisa de Salmonella
nas ragoes (Figura 1) que 9,3% de amostras foram positivas. Estes resultados
sao proximos dos 8,8% verificados por ROCHA (2001) também de amostras de
racdes colhidas em comedouros de galpdes de frangos da mesma integracao.
Isto sugere que a freqiéncia de isolamentos desse patégeno se manteve nesses
oito anos apesar de aplicacfes de estratégias e programas de monitoramento, o
que refor¢ca a complexidade epidemioldgica da Salmonella sp. e que a concepcéo
de risco zero na cadeia de producdo de frango ndo se aplica as salmoneloses

paratificas.
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Outro dado que merece ser avaliado é o percentual de freqtiéncia entre
as amostras de farinhas e ragbes de 10,5% e 9,3%, respectivamente. Estas
frequéncias préximas, mesmo considerando a diferenca entre o numero de
amostras analisadas, sugerem a existéncia de outras fontes de contaminacdo no
galpédo, principalmente se considerar as afirmacbes feitas por BERCHIERI
JUNIOR et al. (1989) de que a recuperacéo de Salmonella diretamente da raco é
mais dificil pela quantidade de matéria prima de origem animal que é incorporada
a dieta e, ainda pela aplicacao de procedimentos de Boas Praticas de Fabricacao
durante o processamento e armazenamento da ragao.

As amostras isoladas e identificadas como Salmonella foram
encaminhadas ao laboratério FIOCRUZ-RJ para serem tipificadas e o resultado
encontra-se na Tabela 1. Pode-se observar que 0s cinco sorovares mais
frequentes nas farinhas de carne foram: Salmonella Montevideo 10,4% (9/86),
Salmonella Anatum 9,3% (8/86), Salmonella Cerro 9,3% (8/86), Salmonella
Enteritidis 8,1% (7/86) e Salmonella Worthington 8,1% (7/86). Das 10 cepas de
Salmonella isoladas em farinhas de sangue 20% (2/10) foram de Salmonella
enterica subespécie enterica (0:3,10), 20% (2/10) Salmonella Minnesota, 20%
(2/10) Salmonella Mbandaka, 10% (1/10) S. Worthington, 10% (1/10) S. Anatum,
10% (1/10) S. Cerro e uma amostra nao foi tipificada.

Foram identificadas em farinhas de penas 33,3% (3/9) S. Enteritidis,
33,3% (3/9) S. Schwarzengrund, 11,1% (1/9) S. enterica subespécie enterica
(0:3,10), 11,1% (1/9) S. Cerro e uma amostra néo tipificada. Nas farinhas de
visceras 14,2% (3/21) S. Tennessee, 14,2% (3/21) S. Rissen, 14,2% (3/21) S.
Schwarzengrund, 9,5% (2/21) S. Enteritidis, 9,5% (2/21) S. Ohio, 4,7% (1/21) S.
Cerro, 4,7% (1/21) S. Montevideo, 4,7% (1/21) S. enterica subespécie enterica
(0:4,5), 4,7% (1/21) S. enterica subespécie enterica (0:3,10), 4,7% (1/21) S.
enterica subespécie enterica (0:9,12), 4,7% (1/21) S. Johannesburg e duas
amostras que nao foram tipificadas.

A importancia da caracterizacdo antigénica da Salmonella sp. encontra
respaldo em SOLARI et al. (1997). Esses autores consideraram a caracteriza¢ao
antigénica um instrumento epidemiolégico muito importante, porque além de
estabelecer a dindmica de circulacdo deste patdégeno, pode constituir-se em uma

ferramenta auxiliar em programas de monitoramento e controle.
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isolados em farinhas de

carne, sangue, penas e visceras e racao no periodo de janeiro 2008
- dezembro 2009.

Categorias analisadas

VOVLLLLOLLLLNLONONOOOOONVOON®N

. Worthington

. entérica subsp. entérica (0:3,10)
. Schwarzengrund

. Tennessee

Rissen

. Mbandaka

Urbana
Orion

. Bredeney

. Minnesota

. entérica subsp. entérica (0:47)
. Typhimurium

. Senftenberg

Derby

. Johannesburg
. entérica subsp. entérica (0:9,12)

Ohio

. Newport

Havana

. Brandenburg

. Agona

. Madelia

. entérica subsp. entérica (0:4,5)

Né&o tipificada
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Sorovares
Farinha de Farinha de Farinha de Farinhade  Total de Racéo de
Carne Sangue Penas Visceras farinhas  comedouro
. Enteritidis 12
Cerro 11
. Montevideo 10
Anatum 9

Total
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Das 126 farinhas positivas para Salmonella, 93,6% (118/126) e 9,4%

(3/32) das amostras de racdes pertencem a Salmonella enterica subespécie

enterica (Tabela 1). Ressalta-se que esses sorovares foram recuperados de

residuos de abatedouros apds processamento sugerindo a ocorréncia de

contaminagao cruzada, mesmo assim, os sorovares identificados sdo da mesma

espécie e subespécie predominantes em animais de producdo e no homem.

Contribuem para reforcar as informacdes de SOLARI et al. (2003) os

quais apontaram que 60% dos sorovares que colonizam o trato entérico de
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animais de sangue quente pertencem a Salmonella enterica subespécie enterica
e estdo envolvidos em 99% das infec¢gbes humanas.

Outro dado obtido neste trabalho refere-se a freqiéncia de isolamento
da Salmonella Enteritidis das 118 cepas tipificadas 12 (10,2%) foram recuperadas
das farinhas e duas de trés amostras de racbes (66,7%). Estes achados séo
diferentes dos resultados de KRADEL et al., (1990), que n&o conseguiram isolar
este patdégeno a partir de 195 amostras de farinhas de carne, sangue e visceras,
além de outros 225 ingredientes, apesar de que, 65% e 9% destas amostras
respectivamente, tenham sido positivas para outros sorovares de Salmonella.
Também se op6em aos resultados de BOSQUIROLI (1996) e ROCHA (2001) que
nao identificaram nenhuma Salmonella Enteritidis em suas amostras de farinhas e
racdes examinadas, respectivamente.

Para SILVA & DUARTE (2002) que estudaram a retrospectiva da S.
Enteritidis no Brasil, apesar das altas taxas de contaminacdo por Salmonella sp.
nas racbes e suas matérias primas, documentacfes sobre a ocorréncia do
sorovar Enteritidis praticamente ndo existiam. Portanto, este estudo revela
mudancas do comportamento epidemiolégico da S. Enteritidis e aponta uma nova
e importante fonte de infeccdo e introducao deste sorovar na cadeia de producéo
de frangos de corte.

Outro enfoque desse trabalho foi a determinacdo do perfil de
resisténcia dos isolados de Salmonella identificadas nas diferentes categorias de
farinhas (Figura 2). Verifica-se que a Salmonella sp. apresentaram 49,2%, 17%,
2,6%, 1,7% e 1,7% de resisténcia frente a sulfonamidas, neomicina, tetraciclina,
trimetopim-sulfametoxasol e florfenicol, e 100% de sensibilidade frente a

amoxacilina, ampicilina, ciprofloxacina e enrofloxacina, respectivamente.
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M Intermediario | 1,30% (16,50%| 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
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neo — neomicina, sul — sulfonamidas, tet — tetraciclina, sut — trimetopim-sulfametoxasol, amo —
amoxacilina, amp — ampicilina, cip — ciprofloxacina, enr — enrofloxacina, flf — florfenicol.

FIGURA 2 — Perfil de resisténcia de Salmonella sp. isoladas de farinhas de origem
animal e de rac6es no periodo de janeiro 2008 - dezembro 2009.

Ao analisar os niveis de resisténcia observa-se que 2,5% foram
resistentes a tetraciclina e todas as cepas foram sensiveis a ampicilina, enquanto
no estudo conduzido por BERCHIERI JUNIOR et al. (1993) na mesma categoria
de amostras, constatou-se que o nivel de resisténcia a tetraciclina e a ampicilina
foram maiores, 92,8% e 46,5% respectivamente. J& os valores encontrados para
resisténcia a ampicilina se aproximaram dos dados de CALIXTO et al. (2002)
onde detectaram 1,7% de resisténcia das cepas recuperadas de matéria prima de
origem animal.

Outro dado que merece ser discutido € a alta frequiéncia de resisténcia
dos isolados frente as sulfonamidas. Esta constatacéo pode ser atribuida ao longo
tempo de uso desta droga tanto em medicina humana como em veterindria, ja que
as estruturas quimicas desta droga sao analogas.

A Tabela 2 demonstra o perfil de resisténcia obtido dos testes de
antibiograma realizado nos sorovares recuperados de matéria prima de origem

animal e ragdes.
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TABELA 2 — Comportamento de resisténcia de 121 sorovares de Salmonella
isolados em farinhas de carne, sangue, penas e visceras e ragao
frente & nove drogas antimicrobianas, no periodo de janeiro 2008 a
dezembro 2009.

Quimioterapicos

Sorovares N° de cepas
amp amo enr cip fIf neo sul sut tet
S. Enteritidis 14 0 0 0 0 0 2 5 0 1
S. Cerro 11 0 0 0 0 2 1 6 0 0
S. Montevideo 10 0 0 0 0 0 0 4 0 0
S. Anatum 10 0 0 0 0 0 1 5 0 0
S. Worthington 8 0 0 0 0 0 2 5 1 0
S. entérica subsp.
entérica (0:3,10) / 8 0 0 0 0 0 1 4 0 1
S. Schwarzengrund 7 0 0 0 0 0 2 2 1 0
S. Tennessee 6 0 0 0 0 0 1 4 0 0
S. Rissen 6 0 0 0 0 0 0 2 0 1
S. Mbandaka 6 0 0 0 0 0 3 0 0 0
S. Urbana 4 0 0 0 0 0 2 3 0 0
S. Orion 4 0 0 0 0 0 1 2 0 0
S. Bredeney 3 0 0 0 0 0 1 1 0 0
S. Minnesota 3 0 0 0 0 0 2 3 0 0
S. entérica subsp.
entérica (0:47) 3 0 0 0 0 0 0 3 0 0
S. Typhimurium 2 0 0 0 0 0 1 2 0 0
S. Senftenberg 2 0 0 0 0 0 0 1 0 0
S. Derby 2 0 0 0 0 0 0 1 0 0
S. Johannesburg 2 0 0 0 0 0 0 2 0 0
S. entérica subsp.
entérica (0:9,12) 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S. Ohio 2 0 0 0 0 0 0 2 0 0
S. Newport 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0
S. Havana 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0
S. Brandenburg 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0
S. Agona 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S. Madelia 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S. entérica subsp.
entérica (0:4,5) 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 121 0 0 0 0 2 20 60 2 3
% 100 0 0 0 0 1,7 16,5 49,6 1,7 2,5

neo — neomicina, sul — sulfonamidas, tet — tetraciclina, sut — trimetopim-sulfametoxasol, amo —
amoxacilina, amp — ampicilina, cip — ciprofloxacina, enr — enrofloxacina, flf — florfenicol.

Das 129 cepas de Salmonella sp. isoladas de farinhas e de ra¢cdes de
comedouro, 121 foram tipificadas e submetidas ao teste de sensibilidade. Quatro
sorovares foram sensiveis a todos os quimioterapicos testados, dez foram
resistentes a um unico, oito a dois e cinco a trés quimioterapicos respectivamente.

Estes achados mostram que o nivel de resisténcia variou com o sorovar, portanto
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a resisténcia foi sorovar dependente. Esta observacado também foi documentada
por MUSGROVE et al. (2006).

Pode ser notado na Figura 3 que sulfonamidas, neomicina e tetraciclina
apresentam valores de resisténcia de 35,7%, 14,2% e 7,1% respectivamente para
S. Enteritidis.
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neo — neomicina, sul — sulfonamidas, tet — tetraciclina, sut — trimetopim-sulfametoxasol, amo —
amoxacilina, amp — ampicilina, cip — ciprofloxacina, enr — enrofloxacina, flf — florfenicol.

FIGURA 3 — Perfil de resisténcia de Salmonella Enteritidis isoladas de farinhas de
origem animal e de racdes no periodo de janeiro 2008 - dezembro
20009.

Em estudo conduzido por NUNES et al. (2009), no periodo 1995-1997,
com diferentes categorias de amostras, detectaram percentuais de resisténcia de
2,1% para sulfonamidas e 0,7% para neomicina, valores muito abaixo dos
registrados nesta pesquisa. Ficou evidenciado que no periodo de 13 anos
ocorreram modificagbes no comportamento da S. Enteritidis frente a acéo
principalmente das sulfonamidas e neomicinas. O impacto desses achados na
saude humana e animal séo dificeis de ser estabelecidos, pois, envolve grande
namero de fatores que podem exercer a pressdo de resisténcia aos
guimioterapicos ou conferir resisténcia a bactéria. No entanto, a ocorréncia de
resisténcia dessa bactéria zoondtica constitui um risco potencial para saude

publica e até mesmo animal.
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4. CONCLUSOES

Pode-se concluir que as matérias primas de origem animal utilizadas
na fabricacdo de racBes podem veicular para criagbes de frangos de corte
Salmonella sp. inclusive Salmonella Enteritidis o que aponta uma nova e
importante fonte de infeccdo e introducdo desse sorovar na cadeia de producgéo
avicola.

Constatou-se ainda que o sorovar Enteritidis ocorreu em maior
percentual entre os isolados e ainda que quimioterapicos de uso veterinario e
humano podem ser introduzidos na cadeia alimentar via fendtipos resistentes de

Salmonella e constituem risco potencial para saude publica.
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CAPITULO 3 — DETERMINACAO DE PROVéVEIS FONTES DE INTRODUCAO
DE Salmonella sp. NO FLUXO DE PRODUCAO DE FRANGOS DE CORTE

RESUMO: Objetivou-se com este estudo investigar a frequéncia de isolamento de
Salmonella sp. em amostras de 6érgdos e conteudos de cecos de pintos de um
dia, forros de caixa de transporte, amostras de ambientes de criacdo, de suabes
de maos de funcionarios e amostras oriundas de abatedouros, tipificar e
determinar o perfil de resisténcia das cepas de Salmonella sp. frente a acao de
nove quimioterapicos. Para andlise dos dados foi feita freqiiéncia descritiva dos
resultados encontrados. Dos 32 lotes de pintos de um dia 9,4% apresentaram
positividade para Salmonella e dos 32 lotes de forros de caixa de transporte 9,4%.
As amostras ambientais, cama antes do alojamento, suabes de comedouro e de
bebedouro e 4gua de bebida das aves apresentaram resultados negativos para
Salmonella sp.. Suabes de arrasto de cama de aviérios, amostras de Alphitobius
diaperinus e suabes de mdaos de funcionarios das granjas apresentaram
frequéncia de 12,5%, 12,5% e 6,5% respectivamente. Nos suabes de arrasto o
sorovar Enteritidis foi 0 mais freqiiente e nas amostras de cascudinhos e suabes
de maos foi 0 Unico sorovar isolado. Nas amostras oriundas de abatedouro 33,3%
dos lotes foram positivos para Salmonella sp. Com relacdo ao perfil de resisténcia
das cepas isoladas frente aos antimicrobianos, observou-se resisténcia a
sulfonamidas, a amoxacilina e a enrofloxacina nas amostras de pintos de um dia e
a amoxacilina nas amostras de forros de caixa de transporte. Nos suabes de
arrasto e amostras de cascudinhos, as bactérias foram resistentes a
sulfonamidas. Nas amostras de abatedouros observou resisténcia a sulfonamidas,
enrofloxacina, sulfonamidas, ao trimetopim-sulfametoxasol, a tetraciclina, a
amoxacilina e a ampicilina.

Palavras-chave: abatedouro, Alphitobius diaperinus, ambiente, forros de caixa.
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CHAPTER 3 - DETERMINATION OF POSSIBLE SOURCES OF
INTRODUCTION OF Salmonella sp. IN PRODUCTION FLOW OF BROILER

ABSTRACT: The objective of this study to investigate the frequency of isolation of
Salmonella sp. in organs samples and contents of cecum of one day chicks, liners
carrying case, sample creation environments, from swabs of the hands of workers
and samples from slaughterhouses, characterize and determine the resistance
profiles of Salmonella strains. against the action of nine chemotherapics. Data
analysis was done often descriptive of the results. Of the 32 one day chicks, 9.4%
were positive for Salmonella and 32 lots of liners carrying case 9.4%. The
environmental samples, before bed accommodation, swabs of feeder and drinker
and the drinking water of birds tested were negative for Salmonella sp. Drag
swabs of poultry litter, Alphitobius diaperinus samples and swabs from the hands
of officials of the farms had a frequency of 12.5%, 12.5% and 6.5% respectively.
Samples from swabs of the drag serovar Enteritidis was the most frequent and
Alphitobius diaperinus samples and swabs of hands was the only serovar isolated.
Samples of slaughterhouse, 33.3% were positive for Salmonella sp . Regarding
the resistance profile of the strains, there was resistance to sulfonamides,
amoxicillin and enrofloxacin in samples of one day chicks and amoxicillin in the
samples of liners carrying case. In drag swabs and samples of cascudinhos, the
bacteria were resistant to sulfonamides. Samples of slaughterhouse, strains were
resistant to sulfonamide and enrofloxacin sulfonamides, the trimetopim-
sulphamethoxazole, tetracycline, amoxicillin and ampicillin.

Keywords: Alphitobius diaperinus, box liners, environment, slaughterhouse.
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1. INTRODUCAO

Dentre 0s enteropatdbgenos mais estudados situa-se 0 género
Salmonella por possuir sorovares com potencial zoonédtico e por se apresentar
amplamente distribuido na natureza, possuir grande quantidade de reservatorio e
ser disseminado por individuos aparentemente saudaveis. O controle da infeccao
causada por esse patdogeno, em uma granja avicola torna-se ainda mais dificil e
complicado por uma variedade de pontos criticos de introducdo de Salmonella sp.
no fluxo de producédo, sendo que a disseminacdo entre as aves pode ocorrer pela
transmisséo vertical, via ovo infectado e horizontal via oral fecal, onde Salmonella
€ eliminada pelas fezes com consequente contaminacdo ambiental (WRAY &
DAVIES, 2000).

Os produtos avicolas, ovos e carnes, sao apontados como 0s maiores
veiculadores de Salmonella para a cadeia alimentar do homem (TEO &
OLIVEIRA, 2005). Além disso, a presenca de Salmonella sp., na fase inicial de
producdo pode comprometer todo o ciclo produtivo de aves (ROCHA, 2001).
TESSARI et al. (2003) destacaram como sendo as trés maiores fontes de
infecgao por este microrganismo numa criagéo de frango, o alojamento de um lote
infectado, o fornecimento de ragbes contaminadas e a criacdo em ambientes
contaminados.

Entdo para produzir um alimento seguro, um conjunto de praticas e
procedimentos deve ser adotado desde o ambiente criatrio das aves, no periodo
pré - abate, até e durante o abate. As condutas no periodo pré-abate tém como
objetivo principal a reducdo ou eliminacdo de aves portadoras inaparentes de
Salmonella, pois estas sao consideradas um ponto critico do processamento pela
possibilidade de contaminacéo de carcaca durante o abate (RODRIGUES, 2005;
SILVA, 2005). Estas aves portadoras assintomaticas sado a fonte inicial de
contaminagao no abate e um conjunto de fatores, como o0 manuseio incorreto de
carcacas, manejo inadequado dos equipamentos permitem a disseminagdo do
microrganismo no abatedouro e contribuem para a ocorréncia de contaminacdes
cruzadas no momento do abate (LEITAO, 2001). Ocorrendo reducdo das taxas de
infeccdo pré-abate como conseqiéncia ocorrerd um aumento na seguranca dos

produtos carneos.
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Evitar ou ndo alojar pintos contaminados, via vertical, € o primeiro
passo para prevenir a introducdo de Salmonella na granja (GAST & HOLT, 2001).
Além disso, a disseminacdo deste patdgeno se processa via lateral pela
contaminacdo ambiental ou pela presenca de reservatorios que sdo capazes de
manter o patdgeno durante toda vida dos frangos, contaminando inclusive o
galpdo de criagcdo e consequentemente as proximas aves alojadas. Segundo
RODRIGUES (2005) os artropodes constituem sério problema, pois, cascudinhos
(Alphitobius diaperinos) funcionam como veiculadores e reservatorios de bactérias
e podem infectar lotes sucessivos por serem capazes de contaminar o solo e a
agua.

Finalmente, a qualidade dos programas de boas pratica de higiene das
granjas, dos incubatorios e dos abatedouros influencia acentuadamente a
presenca ou auséncia de Salmonella no produto final (SANTOS et al., 2000).
Além das implicac6es em saude publica pela possivel incorporacdo da Salmonella
a cadeia alimentar do homem, outro aspecto a ser considerado € a transferéncia
de fendtipos de Salmonella resistentes a antibiéticos (FAO, 2007).

Tendo em vista a importancia da introducdo de Salmonella sp. em
diversas etapas da producdo de frangos objetivou-se com esse trabalho a
averiguagdo da bactéria em pintos de um dia, amostras de ambiente, suabes de
maos de funcionarios de granjas e amostras de abatedouros, bem como averiguar

o perfil de resistencia das cepas isoladas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local

O experimento foi realizado no Laboratério de Bacteriologia do
Departamento de Medicina Veterinaria da Escola de Veterinaria (EV) da
Universidade Federal de Goiads (UFG) durante os meses de janeiro de 2008 e
janeiro de 2009.

2.2 Coleta de amostras

2.2.1 Amostras de ambientes e insetos

a) Cama nova

Aleatoriamente foram coletadas 32 amostras de palha provenientes de
32 carregamentos diferentes destinadas a comporem as camas dos aviarios.
Cada amostra foi composta de por¢des recolhidas em pontos diferentes no
caminhdo, homogeneizada, colocada em sacos plasticos, identificadas e
acondicionadas em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel e transportada ao

laboratério.

b) Agua de bebida das aves

Foram coletadas 64 amostras de agua de bebida, sendo duas por
galpdo. Cada amostra foi composta de trés aliquotas coletadas diretamente de
bebedouros, em pontos diferentes dentro do galpdo. A agua foi coletada com
auxilio de seringas descartaveis de 20 mL e colocada em frascos esterilizados,
identificadas, acondicionadas em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel e

encaminhadas ao laboratério.
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c) Forros de caixas de transporte

As amostras de forros de caixas de transporte foram coletadas de 32
lotes diferentes, de forma asséptica, nos papeldes que cobriam os fundos das
caixas, imediatamente ap0s as retiradas dos pintos no alojamento. As amostras
foram acondicionadas em sacos plasticos, identificadas e transportadas ao

laboratorio em caixas isotérmicas contendo gelo.

d) Suabes de comedouro e de bebedouro

Foram coletadas com o auxilio de suabes estéreis, nove amostras de
suabes de comedouro e nove de bebedouro em 32 galpdes de frangos. Estes
suabes eram embebidos em agua peptonada 1% e passados na parte externa
dos equipamentos até um terco no comprimento da instalacdo e constituiam uma
amostra, totalizando 576 amostras analisadas. Os suabes foram transferidos para
tubos de ensaio 16x160mm com tampa de rosca baquelite, contendo 10mL de
agua peptonada 1%, onde a parte superior da haste do suabe foi quebrada na
borda interna do tubo antes de mergulhar o material amostrado no diluente. Apds
identificacdo, os tubos foram colocados em caixa isotérmica contendo gelo e

enviados ao laboratério.

e) Suabes de arrasto de cama de aviario

Com o auxilio de pro—pés estéreis, calcados dentro do galpdo, foram
coletadas 96 amostras de suabes de arrasto de 32 galpdes distintos, sendo trés
amostras por galpdo. Estes suabes foram realizados ao longo da linha de
comedouros e bebedouros nos galpbes. Apds o arrasto estes materiais foram
cuidadosamente retirados dos pés e acondicionados em recipiente estéreis
identificados contendo agua peptonada a 1% colocados em caixas isotérmicas

com gelo e encaminhados ao laboratorio.
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f) Larvas e besouros adultos de cascudinhos

Foram coletadas, com auxilio de armadilhas adequadas, uma amostra
de cascudinho, larva ou adulto, por galpdo, em 32 lotes. As amostras foram
colocadas em sacos coletadas plasticos identificados, acomodadas em caixas

isotérmicas com gelo e enviadas ao laboratério.

2.2.2 — Amostras de aves

a) Pintos de um dia

Dez aves por lote, num total de 32 lotes foram aleatoriamente
coletadas dentro do caminhédo de transporte, antes de serem alojadas. Os pintos
foram sacrificados, colocados em sacos plasticos, identificados e acondicionados

em caixas isotérmicas contendo gelo e encaminhados para o laboratério.

b) Material de abatedouro

Foram coletadas 64 amostras de 15 lotes da mesma integracéo, sendo
32 de inglavio e 32 de contetado de ceco, no momento do processamento das
carcacas. As amostras de ingluvio e cecos foram colocadas em sacos plasticos
individualmente, identificadas e acondicionadas em caixas isotérmicas com gelo e

enviadas imediatamente ao laboratério.

2.3 Processamento das amostras

No laboratério, em condigBes assépticas, as amostras ambientais e dos
insetos foram diluidas na proporcéo de 1:10, em peso ou volume, de acordo com
a categoria da amostra, em solucdo salina esterilizada a 0,85% com 0,1 % de
peptona, e incubada a 37°C por um periodo de 18 - 24h.

As amostras oriundas das aves foram obtidas apés realizacdo das
necropsias O coracéo, figado, saco da gema e conteudo cecal foram coletados,
separadamente, e colocados em placa de Petri ate completar cinco 6rgdos da

mesma categoria. Portanto cada cinco pintos constituiram quatro amostras em
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forma de pool de coracao, figado, saco da gema e conteudo cecal sendo oito
amostras por galpdo. Cada amostra foi macerada e transferida na proporcéao de
1:10 para os meios seletivos, caldo selenito cistina (CS ) e Rappaport Vassiliadis
e incubadas a 37°C por 18-24h.

As amostras de aves originadas dos abatedouros foram colhidas
assepticamente por suabes dos ingllvios e aproximadamente 1g de conteudo dos
cecos colocados em tubos contendo 9mL de CS e 10mL de caldo Rapapport

Vassiliadis, respectivamente e incubados a 37°C por 18-24h.

2.4 Pesquisa de Salmonella sp.

A pesquisa de Salmonella foi realizada de acordo com 0 proposto em
BRASIL (2003) com algumas modificagdes.

Apos incubacédo de 18-24h a 37° C as amostras ambientais, os insetos
e suabes de méos foram homogeneizadas e 1 mL dessa solucdo foi transferido
para 9 mL CS e 0,1 mL para 10mL de caldo Rappaport Vassiliadis e incubadas a
37°C por 18-24h.

Todas as amostras que se encontravam nos meios de enriquecimento,
apos 18-24h de incubacéo, com auxilio de uma al¢a de niquel-cromo, aliquotas
foram plagueadas por esgotamento em estrias para meios seletivos: agar XLT4,
agar Hektoen e agar verde brilhante, e novamente incubados a 37°C por 24h. A
leitura foi realizada através da selecdo de unidades formadoras de colénias (UFC)
com caracteristicas morfologicas de Salmonella. De trés a cinco UFC por placa
foram transferidas para tubos contendo triplice agucar ferro (TSI) e incubados a
37°C por 24h.

Os tubos TSI com crescimento sugestivo de Salmonella foram
submetidos ao teste de urease, producéo de indol, vermelho metila, motilidade,
lisina descarbozilase, teste do malonato e citrato de Simnons. Assim, quando as
reacfes bioquimicas eram compativeis com Salmonella, as amostras foram
submetidas ao teste soroldgico com soro polivalentes anti-O e as que
apresentaram resultados positivos foram remetidas a Fundagcdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ) em agar nutriente para tipificagdo do sorovar isolado.
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2.5. Determinacao do perfil de sensibilidade

O perfil de sensibilidade antimicrobiana de 126 amostras de Salmonella
sp. foi determinado pelo método de Difusdo em Disco de acordo com NATIONAL
COMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS - NCCLS (2002), com
algumas modificacoes.

Os antibidticos testados foram amoxacilina (10 mcg), ampicilina (10
mcg), ciprofloxacina (5 mcg), enrofloxacina (5 mcg), florfenicol (30 mcg),
neomicina (30 mcg), sulfonamida (300 mcg), tetraciclina (30 mcg) e trimetopim-

sulfametoxazol (25 mcg).

Com uma agulha de niquel-cromo transferiram-se cinco unidades
formadoras de col6nia com caracteristicas morfolégicas semelhantes para 5 mL
de caldo Casoy. Incubou-se o caldo inoculado até atingir a turvacdo de 0.5 na
escala de Macfarland. Entdo um suabe foi umedecido no caldo, pressionando
contra as paredes do tubo para remover o excesso e esfregado em vérias
direcdes sobre a superficie de uma placa de petri contendo o 4gar Mueller-Hinton,
até obter uma camada uniforme e homogénea do indculo. Aguardava-se em torno
de 15 minutos para ocorrer a difusdo do caldo com in6culo no agar e entéo
depositavam-se os discos de antibidticos sobre a superficie inoculada com o

auxilio de uma pinga.

Os discos eram pressionados para uma melhor aderéncia ao meio, e
mantidos a uma distancia de aproximadamente 3 cm um do outro. Depois de
serem colocados os discos, as placas eram incubadas na posicéo invertida por
18-24 horas a temperatura de 35-37°C. ApOs esse periodo, procedia-se a leitura
dos halos de inibicdo com o auxilio de uma régua e os resultados eram

interpretados de acordo com uma tabela considerando a concentragéo do disco.

2.6. Andlises estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de frequéncia para avaliacdo dos

resultados.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisados bacteriologicamente amostras de 6rgdos e contetdo
cecais provenientes de 32 lotes de pintos de um dia. Salmonella sp. foi isolada em
9,4% (3/32) deles, sendo recuperada em todos os 6rgaos analisados do lote A, do
lote B foi detectada somente em amostras de figado e de coracdo e no lote C a
bactéria foi isolada somente do figado (Tabela 1), sugerindo que este 6rgdo pode
ser eleito para recuperacao do patégeno.

TABELA 1 — Salmonella sp. isolada de diferentes categorias de amostras de
pintos de um dia.

Amostras de pintos de um dia

Lotes
positivos Pool de Pool de Pool de sacos Pool de contetdo de
figados coracdes vitelinicos cecos
A + + + +
B + +
C + - -
Total 3 2 1 1

+ presenca de Salmonella sp. / - auséncia de Salmonella sp.

As frequéncias encontradas neste trabalho foram superiores as de
ROCHA et al. (2003). Estes autores isolaram Salmonella sp. em 5,5% (1/18) dos
lotes de pintos de um dia estudados, em amostras de pool de figado, coracoes,
sacos Vvitelinicos e cecos. No entanto, frequéncias mais elevadas foram
reportadas por TESSARI et al. (2003) ao investigarem a presenca do patégeno
em amostras de saco vitelinico de pintos de um dia provenientes de 130 lotes,
nos quais 24,6% (32/130) foram positivos.

Quando se avaliou amostras de forros de caixa de transporte, em
diferentes momentos, procedentes de 32 lotes de pintos de um dia, Salmonella
sp. foi identificada em 9,4% (3/32) dos lotes.

Valores bem acima dos 9,4% relatados nesta pesquisa foram
encontrados por ZANCAN et al. (2000) e ROCHA et al. (2003), pois, a frequéncia
de Salmonella sp. em suabes de forros de caixa de transporte foi de 55,5% (5/9) e
55,5% (10/18) dos lotes respectivamente. Estes dados reforcam a importancia da

transmissao vertical da Salmonella sp. para criagbes de frangos de corte e
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permitem inferir que ocorreu maior controle sanitario dos incubatorios, ou mesmo
maior investimento dos empreséarios nos matrizeiros.

Mesmo assim, os achados de amostras de pintos de um dia positivos
para Salmonella sp. assim como os de forros de caixa reforgam a importancia e a
necessidade de controle relativo as vias de introdugdo bem como reforgam o
monitoramento bacterioldgico constante.

Conforme observado na Figura 1, nenhuma Salmonella foi isolada nas
amostras de cama nova, de suabes de comedouro e de bebedouro e em agua de
bebida. Encontrou-se positividade em 12,5% (4/32) das amostras de suabes de

arrasto e em 12,5% (4/32) nas amostras de “cascudinhos” pesquisados.

100% 1
80% v
60% v
40% v
20% Vv
0% 1~ A d bes d
cama comedouro | bebedouro agug € |suabesde cascudinho
(palha) bebida arrasto
O % Positivas 0% 0% 0% 0% 12,50% 12,50%
B % Negativas 100% 100% 100% 100% 87,50% 87,50%

FIGURA 1 — Frequéncia (%) de Salmonella sp. isoladas de amostras ambientais
em galpbes de frangos de corte, no periodo de janeiro 2008 -
dezembro 2009.

A auséncia da Salmonella sp. na cama nova (palha de arroz)
demonstra o cuidado no processamento e no armazenamento do material e evitou
a ocorréncia de contaminacdo cruzada (Figura 1). Analises com resultados
negativos para suabes de comedouro e bebedouro apontam para a aplicagéo e
eficiéncia na manutencdo dos processos de limpeza e desinfeccdo dos
equipamentos dentro dos galpdes.

Observa-se também que (Figura 1) o microrganismo foi isolado em

12,5% (4/32) das amostras de suabes de arrasto, ressaltando que em dois
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galpbes se recuperou Salmonella sp. nas trés amostras coletadas, em um galpao
duas amostras foram positivas e no outro apenas uma amostra, sugerindo que a
distribuicdo deste agente no galpdo néao € uniforme e reforcando que as amostras
devem ser coletadas de maneira mais amplas pois, propiciam resultados mais
confiaveis.

Pela analise desse resultado verifica-se que os achados foram
diferentes daqueles apontados por BORSOI et al. (2006) que ao pesquisarem 101
amostras de suabes de arrasto encontraram 15,8% das amostras positivas. No
entanto, a freqiéncia foi maior do que a relatada por BONI (2007), que ao analisar
134 amostras de suabes de arrasto encontrou 3,7% das amostras positivas.

Verifica-se ainda (Figura 1) 12,5% de amostras de “cascudinhos”
positivas para Salmonella sp. e este resultado é diferente dos dados encontrados
por CHERNAKI-LEFFER et al. (2002) que nao isolaram Salmonella sp. em
amostras de Alphitobius diaperinus coletados em aviarios de frangos de corte no
oeste do Parana. JA& SEGABINASE et al. (2005) registraram 0,37% de amostras
positivas para Salmonella sp. das 54 amostras examinadas. Por outro lado,
percentuais de isolamento superiores foram descritos por HALD (1998) que
encontraram o microrganismo em 45% das amostras de “cascudinhos” coletados
em granjas durante o intervalo de saida e entrada de lotes.

Deve ser destacado que este coledptero Alphitobios diaperinus, € um
problema para os produtores avicolas, pois, ele se alimenta de aves moribundas,
carcacas, fezes e ragOes e tanto as larvas como os adultos sdo capazes de
transmitir Salmonella sp.. Como podem permanecer semanas no aviarios,
consequentemente, podem contaminar lotes sucessivos (LEFFER et al., 2009 e
HAZELEGER et al., 2008) j4 que a ave pode se infectar consumindo a cama
(ROCHE et al., 2009) e o cascudinho pode se constituir um potencial risco de
contaminacao para as aves.

Das 480 amostras de ingluvios e 480 de cecos coletadas de 15 lotes de
frangos abatidos, Salmonella sp. foi isolada em 26,7% (4/15) nos inglivios e em
33,3% (5/15) nos cecos. Nos 15 lotes pesquisados, dois foram positivos nas duas
categorias de amostras, dois foram positivos somente nos inglavios e em trés
lotes isolou-se Salmonella sp. somente nos cecos (Tabela 2), sugerindo que a

utilizacdo destas duas categorias de amostras devem ser recomendada em
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monitoramento de pesquisa de Salmonella sp. Ainda observando a Tabela 2, das
28 cepas isoladas nos lotes de frangos, 75% (21/28) foram provenientes dos
inglavios destacando que 17 cepas foram oriundas de um unico lote e 25% (7/28)

isoladas dos cecos.

TABELA 2 — Salmonella sp. isolada de 480 amostras de inglavios e 480 de cecos
oriundas de 15 lotes de abatedouros de aves.

Lotes N°de Amostras de
cepas abatedouros
inglavios cecos

1 1 0 1
2 0 0 0
3 1 0 1
4 2 2 0
5 0 0 0
6 0 0 0
7 0 0 0
8 0 0 0
9 0 0 0
10 1 0 1
11 3 1 2
12 1 1 0
13 19 17 2
14 0 0 0
15 0 0 0

Total 28 21 7
% 100 75 25

Por outro lado SILVA (2006) néo isolou Salmonella sp. nas amostras
de inglavios e cecos pesquisadas, enquanto VIEIRA et al. (2007) obtiveram
frequéncia de 0,58% (2/347) de cecos positivos. Independente da frequéncia
observada deste patégeno no inglivio e no ceco, Salmonella sp. pode ser
transferida do trato gastrintestinal e promover contaminacao cruzada na carcacga,
dentro da industria, durante o processamento conferindo risco a saude publica.

Conforme observado na Tabela 3 foram isoladas 53 cepas de
Salmonella sp. nas diferentes categorias de amostras sendo, 16,9% (9/53)
provenientes de pintos de um dia, 5,7% (3/53) de forros de caixa de transporte,
16,9% (9/53) de suabes de arrasto, 7,5% (4/53) de “cascudinhos”, 39,6% (21/53)
de inglavios e 13,2% (7/53) de cecos.

Ao analisar os sorovares identificados nas diferentes categorias
(Tabela 3), verifica-se que as cepas oriundas dos pintos, sdo praticamente as

mesmas tipificadas nas amostras de abatedouros, com exce¢ao da Salmonella
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Typhimurium. Este achado sugere que as bactérias se mantiveram durante toda a
vida da ave sem determinar nenhum processo patolégico. Por outro lado,
Salmonella Typhimurium so foi identificada nas amostras de abatedouro, o que
sugere contaminacdo cruzada durante o transporte ou processamento. Outro
achado gque merece destaque € a presenca da Salmonella Enteritidis no ambiente
avicola, sem ter sido detectada nas amostras de ingluvio e ceco de frangos

criados neste ambiente.

TABELA 3 — Sorovares de Salmonella isolados de amostras de pintos de um dia,
forros de caixa de transporte, suabes de arrasto, cascudinhos,
inglavios e cecos no periodo de janeiro 2008 - dezembro 2009.

Origem das amostras

N° de
Sorovares cepas % Pintos Forros Suabes Cascudinhos Inglivios Cecos
de um de caixa arrasto
dia
S. Schwarzengrund 15 28,3 3 0 0 0 11 1
S. Enteritidis 8 15,1 0 0 4 4 0 0
S. Cerro 7 13,2 2 0 0 0 5 0
S. Typhimurium 3 5,7 0 0 0 0 3 0
S. Rissen 4 7,5 1 0 0 0 2 1
S. Johannesburg 4 7,5 1 0 0 0 0 3
S. Havana 3 5,7 1 0 2 0 0 0
S. Mbandaka 3 57 1 0 1 0 0 1
S. Alachua 2 3,8 0 2 0 0 0 0
S. Hadar 2 3,8 0 1 1 0 0 0
S. Muenster 1 1,9 0 0 1 0 0 0
S. Worthington 1 1,9 0 0 0 0 0 1
Total 53 - 9 3 9 4 21 7
% 100 100 16,9 5,7 16,9 7,5 39,6 13,2

Além disso, isolados de Salmonella sp. foram submetidos ao teste de
sensibilidade frente nove quimioterapicos. Registrou-se que nove cepas da
bactéria isoladas de 6rgéos e conteudo de cecos de pintos de um dia 33,3% (3/9)
foram sensiveis a todos os antimicrobianos testados, 33,3% (3/9) mostraram
resisténcia a dois e 66,7% (6/9) a pelo menos um. Dentre as Salmonella sp.
isoladas 44,4% (4/9) foram resistentes a sulfonamidas e a amoxacilina, 11,1%
(1/9) a enrofloxacina (Tabela 4) e 11,1% (1/9) e 22,2% (2/9) tiveram sensibilidade

intermediaria frente a acdo da enrofloxacina e neomicina, respectivamente.
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TABELA 4 — Comportamento de resisténcia de Salmonella sp. isolada de
amostras de pintos de um dia, forros de caixa de transporte,
suabes de arrasto, cascudinhos, ingluvios e cecos.

Quimioterapicos
Categorias de N° de

amostras cepas amp amo enr cip flf neo sul sut tet
Pintos de um dia 9 0 4 1 0 0 0 4 0 0
Forros de caixas 3 0 1 0 0 0 0 0 0 0
Suabes de arrasto 9 0 0 0 0 0 0 3 0 0
Cascudinhos 4 0 0 0 0 0 0 4 0 0
Inglavios 21 0 0 2 0O O 0 21 0 0
Cecos 7 3 5 0 0 0 0 7 7 7
Total 53 3 10 3 0O O 0 39 7 7

% 100 5,7 18,9 57 0 O 0 73,6 13,2 13,2

neo — neomicina, sul — sulfonamidas, tet — tetraciclina, sut — trimetopim-sulfametoxasol, amo —
amoxacilina, amp — ampicilina, cip — ciprofloxacina, enr — enrofloxacina, flf — florfenicol.

Como pode ser observada na Tabela 4, a sulfonamida apresentou
menor eficacia frente aos isolados de Salmonella sp. 73,6% (39/53), seguidos
pela amoxacilina 18,9% (10/53); 13,2% (7/53) para o trimetopim-sulfametoxasol e
tetraciclina; 5,7% (3/53) para ampicilina e enrofloxacina.

A Tabela 5 demonstra o perfil de resisténcia obtido dos testes de
antibiograma realizado nos sorovares recuperados de amostras de pintos de um
dia, forros de caixa de transporte, suabes de arrasto, cascudinhos, inglivios e

cecos.
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TABELA 5 — Comportamento de resisténcia de 53 sorovares de Salmonella sp.
isoladas de amostras de pintos de um dia, forros de caixa de
transporte, suabes de arrasto, cascudinhos, ingluvios e cecos.

Sorovares N° de cepas Quimioteréapicos
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Foram tipificadas 15 cepas de S. Schwarzengrund e em 100% (15/15)
foi verificada resistencia a sulfonamidas, 33,3% (5/15) a amoxacilina, 13,3%
(2/15) a enrofloxacina, 6,7% (1/15) a ampicilina, ao trimetopim-sulfametoxasol e a
tetraciclina. J& 75% (6/8) dos isolados de S. Enteritidis e 71,4% (5/7) de S. Cerro
foi resistente a sulfonamidas. Com relacdo ao sorovar Rissen foi observado que
100% (4/4) das cepas foram resistentes a sulfonamidas e 25% (1/4) a
amoxacilina, a enrofloxacina, ao trimetopim-sulfametoxasol e a tetraciclina. Todos
os isolados de S. Johannesburg 100% (4/4) foram resistentes a sulfonamidas,
seguido de 75% (3/4) resistente ao trimetopim-sulfametoxasol e a tetraciclina,
25% (1/4) resistentes a ampicilina e a amoxacilina. Em 100% (3/3) das cepas de
S. Typhimurium foi constatada resisténcia frente as sulfonamidas. No entanto,
33,3% (1/3) dos isolados de S. Mbandaka foram resistentes a sulfonamidas, ao
trimetopim-sulfametoxasol e a tetraciclina e 50% (1/2) S. Alachua foi resistente
somente a amoxacilina. Foi tipificada apenas uma cepa de S. Worthington que foi
resistente a ampicilina, a sulfonamidas, ao trimetopim-sulfametoxasol e a

tetraciclina.
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Observa-se ainda na Tabela 5 que o0s sorovares zoonoticos S.
Enteritidis e S. Typhimurium apresentaram alta frequéncia de resistencia a
sulfonamidas 75% (6/8) e 100% (3/3) respectivamente e somente 0s sorovares
Havana e Muenster ndo apresentaram resisténcia a nenhum dos quimioterapicos
testados.

REZENDE (2002) ao investigar a presenca de Salmonella sp. em 12
lotes de frangos abatidos em agroindustrias goianas encontrou 75% dos lotes
positivos para a bactéria. Das cepas isoladas 76,5% foram resistentes a
tetraciclina e 44,1% a ampicilina. O presente estudo foi desenvolvido na mesma
regido pesquisada por aquele autor mostrando aumento de cepas de Salmonella
sp. resistentes a tetraciclina e ligeira diminuicdo na frequéncia de bactérias
resistentes a ampicilina.

Ao analisarem o perfil de resisténcia de 29 cepas de Salmonella sp.
oriundas de material de abatedouros, CORTEZ et al. (2006) encontraram dados
diferentes aos apresentados nesse estudo. Estes autores encontraram 86,2% das
cepas da bactéria resistentes a ampicilina, 72,4% resistentes & tetraciclina e
55,2% resistentes a amoxacilina. Independente da frequiéncia encontrada estas
pesquisas atentam para elevados valores de resisténcia de Salmonella sp. frente
a acdo de antibitticos usados amplamente em medicina humana, podendo causar

grandes problemas em saude publica e no tratamento de animais.
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4. CONCLUSOES

Pode-se concluir que a via vertical continua sendo um ponto de
introducéo de Salmonella sp. na cadeia de producao avicola.

Cama, insetos podem veicular Salmonella sp. para o produto final.

Conclui-se ainda que o sorovar isolado em maior frequéncia nos
galpdes de producéo foi o Enteritidis. A presenca de aves contaminadas na linha
de abate proporciona a ocorréncia de contaminacdo cruzada trazendo
preocupacdo a saude publica assim como a existéncia de cepas de Salmonella
sp. resistentes a acdo de quimioterapicos de uso comum em homens e animais.

Pode-se concluir que pode ocorrer, concomitantemente, transferéncia
de Salmonella zoondtica com perfil de resisténcia antimicrobiana para a cadeia

alimentar do homem.
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CAPITULO 4 — CONSIDERACOES FINAIS

A prevencgdo e o controle sanitario sdo condi¢gdes fundamentais para
garantir a avicultura brasileira a conquista de mercados internacionais para 0s
seus produtos. A presenca de bactérias, como a Salmonella sp., com destaque ao
sorovar Enteritidis, além de constituir uma barreira sanitaria ao comércio de
produtos avicolas, € um dos microrganismos mais comumente envolvidos em
toxinfecgbes alimentares, pelo consumo principalmente de alimentos de origem
avicola contaminados, representando risco a saude publica. A obtencdo de
alimento seguro, livre de contaminacéo talvez seja a principal preocupacao das
integradoras de frangos de corte.

O controle microbiolégico das matérias primas de origem animal para
a fabricacdo de racBes de frangos de corte assim como, a ragcdo que sera
fornecida as aves deve ser rigoroso tendo em vista a consideravel contaminacao
desses produtos principalmente por Salmonella Enteritidis.

A presenca de Salmonella sp. na industria de frangos de corte implica
na adocdo de praticas de monitoramento que visem manter a qualidade
microbioldgica dos incubatérios amenizando e até mesmo impedindo a ocorréncia
da transmisséo vertical nas aves, pois este pode ser o primeiro ponto de infec¢éo
de lotes pela bactéria. No entanto, 0 ambiente criatorio das aves também deve
ser constantemente monitorado objetivando detectar provaveis fontes de infeccéo
dos frangos por Salmonella sp., ja que, esta pesquisa confirmou a importancia da
limpeza e desinfec¢do dos galpdes e seus equipamentos bem como 0 usoO
adequado da cama dos frangos, o controle de insetos, a conscientizacdo da
equipe de mao-de-obra quanto as praticas de higiene, proporcionando o abate de
aves livres de Salmonella sp. e evitando a contaminacgéo cruzada do produto final.

Um dos grandes interesses em salde publica é a existéncia de
bactérias que colonizam os animais domeésticos e que Ssao resistentes a
antimicrobianos. A utilizagéo incorreta de antibiéticos na medicina humana, o seu
uso na alimentacdo animal com objetivos terapéuticos, profilaticos e de promoc¢éo
de crescimento, é considerada a grande responséavel pela presenca da resisténcia
aos antibidticos em bactérias patogénicas para o homem. Por sua vez, estas

bactérias resistentes podem ser transferidas de animais para seres humanos e
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ainda, deve ser ressaltado o elevado nivel de resistencia das salmonelas isoladas
neste estudo frente a acdo de quimioterapicos que compde a linha de
terapéuticos utilizados em humanos como por exemplo, as sulfonamidas entre
outros.

Os resultados deste estudo indicam a importancia do monitoramento e

controle de Salmonella sp. na cadeia de producédo de aves.





