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RESUMO

A salmonelose, causada por microrganismos do género Salmonella, € uma das
zoonoses de maior prevaléncia nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento,
sendo os produtos avicolas considerados potencial fonte de tal infeccdo. Este
trabalho teve por objetivo isolar e tipificar Salmonella spp. em lotes de poedeiras
comerciais de oito empresas e Salmonella spp. e outras enterobactérias de ovos
oriundos das mesmas empresas e de seis supermercados da Regido Metropolitana
de Fortaleza-CE. Para tal objetivo, desenvolveram-se quatro experimentos (E). No
El, foi feito suabe de arrasto no forro de cinco caixas de transporte por lote, no
primeiro dia de vida, totalizando 40 amostras. No E2, foi coletado “pool” de 100 fezes
frescas dos cecos, abaixo das gaiolas dos mesmos lotes (oito) do E1, com espatula
esterilizada, as 10, 20, 30 e 40 semanas de idade, o qual foi depositado em frascos
estéreis. No E3, foram coletados 30 ovos dos mesmos lotes do E1 e E2 quando as
aves tinham 20, 30 e 40 semanas de idade, totalizando 720 ovos. No E4, foram
coletados 30 ovos de trés empresas em seis supermercados. Esses 30 ovos foram
divididos em 54 amostras constituidas do “pool” de 10 ovos. Em todos os
experimentos, as amostras foram transportadas, sob refrigeracédo, ao laboratorio de
andlises para pesquisa de Salmonella, incluindo outras enterobactérias no E3 e E4.
O procedimento microbiolégico para isolamento e identificacdo de Salmonella seguiu
as recomendacfes da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), Unidade Veterinaria
de Saude Publica, com algumas modificacdes, compostas pelas seguintes etapas:
pré-enriquecimento com Agua Peptonada, seguido pelo enriquecimento seletivo com
os caldos Rappaport-Vassiliadis e Seletino-Cistina, plaqueamento em Agar Verde
Brilhante e MacConkey e, posteriormente, submetidos a identificagdo bioquimica
presuntiva. As coldnias suspeitas de pertencerem ao género Salmonella foram
testadas sorologicamente com 0s antisoros anti-antigeno flagelar H e anti-antigeno
somatico O. As colbnias que reagiram positivamente foram conservadas em Agar
Nutriente e remetidas ao Instituto Adolfo Lutz em S&o Paulo para sorotipagem.
Todas as amostras foram negativas para Salmonella no E1, E3 e E4, porém, no E2,
foi isolada Salmonella enterica subsepécie enterica cepa rugosa, e Salmonella
Newport nas empresas 2 e 6, as 20 e 40 semanas de idade, respectivamente. A
presenca de Salmonella, em 6,25 % das amostras de fezes, sugere que as aves
foram contaminadas nas granjas, pois 0s mesmos lotes foram negativos na analise
do forro de caixas de transporte e nas amostras de ovos, portanto ndo houve
transmissdo vertical nas amostras analisadas e mostrando a necessidade de
programa preventivo mais eficaz nas empresas produtoras de ovos. No E4, os ovos
de supermercados e o0s das granjas apresentaram 83,34 % e 66,6 % de
contaminagdo com outras enterobactérias, respectivamente, sendo as mais isoladas
Proteus, Enterobacter, Klebsiella e Serratia. A diferenca de 16,74 % de isolamento
entre eles, pode estar relacionada a manipulagéo dos ovos.

Palavras-chave: Salmonella, enterobactérias, poedeiras, fezes, ovos



ABSTRACT

Salmonelosis is one of the most important zoonosis in developed and developing
countries. It is caused by Salmonella and poultry products are considered as a main
source for this infection. This research aimed to isolate and identify Salmonella spp.
from laying flocks of eight poultry farms and other enterobacteria in eggs from the
same poultry farms and six supermarkets in Metropolitan Region of Fortaleza-CE.
This way, four experiments were carried out (E). In E1, swab collections were
performed in transport boxes of day-old-chicks, totaling 40 feces samples (5
samples/flock). In E2, a pool of feces (100 samples) was collected from the floor
under the laying cages in the same flocks at 10, 20, 30 and 40 weeks of age. In E3, a
total number of 720 eggs was obtained from the poultry farms, the eggs were
collected from the same flocks at three different ages, when the chickens were 20, 30
and 40 week-age. In E4, a number of 540 eggs was collected from six supermarkets
and they were divided into 54 samples, each sample consisted of 10 eggs pool.
Three different egg brands were randomly chosen in each supermarket and for each
brand, 30 eggs in commercial trays were collected. In all experiments, the samples
were maintained under refrigerated temperature until they arrived in analyses
laboratory for Salmonella research and other enterobacteria in E3 and E4. The
microbiological procedures for Salmonella isolation and identification followed the
instructions of World Health Organization (WHO), Unit of Veterinary and Public
Health with some modifications. The samples were submitted to pre-enrichment with
buffered peptone water, followed by enrichment with Rappaport-Vassiliadis and
Selenite-Cystine, streaked on plates with Brilliant Green and MacConkey agars, and
to presumptive biochemical identification. The colonies which were suspect for
Salmonella were submitted to serologic tests with Salmonella antiserum O and
Salmonella antiserum H. Positive samples were replicated in Nutrient Agar and sent
to enterobacteria department in Instituto Adolfo Lutz for characterization. All the
samples were negative for Salmonella in E1, E3, and E4. However in E2, Salmonella
enterica rough strain and Salmonella Newport were found in two flocks at 20 and 40
weeks of age, respectively. The occurrence of Salmonella in 6.25 % of the feces
samples suggest that the birds were infected after they arrived in the poultry farms,
because these flocks were negative for Salmonella when they were day old chicks.
This way, there was no vertical infection, indicating the need for a more efficacious
preventive program in the poultry farms for egg production. In E4, other potentially
pathogenic enterobacteria were isolated in egg samples. The most isolated were
Proteus, Enterobacter, Klebsiella and Serratia. It was also verified that the frequency
of enterobacteria isolated was higher in eggs from supermarkets (83.34 %) compared
to eggs collected from poultry farm (66.6 %). The difference of 16.74 % concerning
isolates was probably related to an increased manipulation of the eggs until they get
the supermarkets.

Key words: Salmonella, enterobacteria, laying hens, feces, eggs
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1 INTRODUCAO

As infecgbes alimentares tém sido reconhecidas como um problema de
saude publica. Dentre essas infeccOes destaca-se a salmonelose, uma das

zoonoses de maior prevaléncia nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento.

A salmonelose, causada por microrganismos do género Salmonella, é
considerada uma das enfermidades mais probleméticas para a saude publica pela
elevada endemicidade, alta morbidade e, acima de tudo, pela dificuldade no
controle, resultado do extraordinario nimero de possiveis fontes de infeccao,
envolvendo praticamente todo o escaldo filogenético dos vertebrados, alguns dos

quais fonte de proteina animal para o homem (HOFER & REIS, 1994).

O Brasil é consolidado pela alta produtividade da atividade agropecuaria,
dentro da qual a avicultura vem se destacando no cenario internacional. Qualidade e
baixos custos s&o fatores que colocam o Brasil como terceiro maior produtor e
segundo maior exportador de frangos do mundo (CHERNAKI-LEFFER et al., 2002).
A producdo mundial de carne de frango, segundo o United States Department of
Agriculture (USDA), registrou em 2006 um aumento de 3,25 %, passando de 58,2
para 60,09 milhGes de toneladas. A producdo do Brasil em 2006 foi de 9,3 milhdes
de toneladas, resultado que manteve o0 pais no terceiro lugar entre os maiores
produtores mundiais, atras somente dos Estados Unidos e China, que apresentaram

producao de 16,16 e 10,35 milhdes de toneladas respectivamente (ABEF, 2006).

Apesar de toda énfase dada na atualidade ao problema das salmoneloses
no mundo (TAUXE, 1991), ainda assim, em nosso meio sdo muito exiguas as
informagdes que detalham a ocorréncia de sorotipos de Salmonella em aves, em

diferentes situacdes clinica e epidemioldgica (HOFER, 1985).

A expansao da industria avicola melhorou a oferta de alimentos de origem
animal em todo o mundo, porém alguns fatores inerentes ao desenvolvimento
tecnologico - como o incremento da incubacédo artificial que requer temperatura,
aeracdo e umidade adequadas ao desenvolvimento embrionario - favorecem a

multiplicacdo de microrganismos, assim como O aumento e a concentracao
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populacional de aves podem desencadear condigcbes propicias a infeccgéo,
instalacdo e a propagacao de agentes patogénicos. Dessa forma, as salmonelas
encontram na avicultura plenas condigbes de desenvolvimento, caso ndo haja um

controle adequado.

A microbiota das aves encontra-se principalmente no trato digestorio, em
sua superficie externa (penas, espacos interdigitais, tegumentos cutaneos) e, em
menor grau, no aparelho respiratério. Dessa forma, microrganismos como
Salmonella spp., Campylobacter jejuni e Listeria monocitogens, podem estar
presentes, representando um risco potencial & saude do consumidor. A Salmonella é
responsavel com o Campylobacter pelas principais infec¢des de origem alimentarem
guase todos os paises Europerus (EUROPEAN FOOD SAFETY AUYTHORY, 2006).

A analise epidemiolégica das doencas infecciosas estd sedimentada em
alguns parametros constituintes da histéria natural das ocorréncias. Assim, um dos
aspectos fundamentais do problema reside no isolamento e identificacdo do agente
etiologico (HOFER et al., 1997).

Particularizando as salmoneloses aviarias, essa condicdo propicia, em
primeiro plano, o conhecimento da incidéncia e/ou prevaléncia dos sorotipos de
Salmonella spp., possibilitando, posteriormente, estabelecer confrontos de suas
frequéncias em diversas regides, bem como o0 rastreamento dos sorotipos
predominantes, visando a implantagdo de medidas preventivas ou de controle
(SNOEYENBOS & WILLIAMS, 1991).

Os produtos avicolas sao frequentes veiculos na transmissdo de
Salmonella spp., dominando outros produtos alimenticios de origem animal, como
potencial fonte de infeccdo. Dessa forma, as aves tém sido consideradas como
importante fonte de disseminacdo das bactérias intestinais para o meio ambiente e,
deste, para o homem. A contaminac¢do dos produtos avicolas (carnes e ovos) para o
consumo humano pode ocorrer através das infecgdes intestinais e sistémicas das
aves; durante o abate e o processamento; devido ao contato com superficies
contaminadas; por meio das méos dos manipuladores e da contaminagcdo cruzada

durante o preparo dos alimentos.
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Apesar das medidas de biosseguranca empregadas na industria avicola e
do rigido controle da salmonelose, principalmente em granjas de matrizes com o
sacrificio das aves infectadas, essa enfermidade ainda continua sendo responsavel
por grandes perdas econdmicas para a avicultura, por causar nao s6 severos
quadros de enterites e queda na producdo, mas também frequientes problemas de

saude publica.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histoérico

Em 1880, foram identificadas as primeiras bactérias do género
Salmonella, até entdo conhecida como Bacterium typhosa, isolada de baco e
linfonodos de seres humanos, sendo a primeira a ser reconhecida como patégeno
por Eberth (CORREA & CORREA, 1992).

Em 1885, o veterinario, do Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos da América (EUA), Dr. Daniel E. Salmon, isolou um bacilo de suinos doentes,
que erroneamente foi designado como o0 agente da peste suina, sendo

posteriormente denominado de Bacillus cholerae suis.

Gartner, em 1888, isolou uma bactéria de humano morto por
gastroenterite, que havia comido carne crua de uma vaca doente. Mais tarde, essa
bactéria foi denominada Bacillus enteritidis, e em 1900, Ligniéeres propds o nhome
genérico Salmonella, em homenagem ao Dr. Salmon (MERCHANT & PACKER,
1980).

A primeira descrigdo documentada de salmonelose em aves foi realizada
em 1885, em pombos, e somente entre 0s anos de 1920 e 1930 é que foram

descritos os primeiros surtos em galinhas e perus (SILVA, 1991).



20

A caracterizacdo das bactérias do género Salmonella, no inicio do século
XX, era bastante confusa e, a partir de 1925, devido a utilizacdo de provas
soroldgicas, foram descritos aproximadamente 900 sorotipos de Salmonella,
classificados através da terminologia de White, o que deu origem ao esquema de
Kauffmann-White, o qual foi reconhecido a partir de 1932 (CORREA & CORREA,
1992).

2.2 Etiologia

A salmonelose € causada por microrganismos do género Salmonella
pertencente a familia Enterobacteriaceae que compreende aproximadamente 2.500
sorotipos (BARROW, 1999), os quais sdo capazes de causar enfermidades no
homem e em vérias espécies animais, sendo freqiientemente encontradas em aves
e perus (BEZERRA, 1995).

O género Salmonella foi objeto de sucessivas modificacdes no que diz
respeito a sua nomenclatura e taxonomia. Por isso, segue-se usando muitos dos
métodos descritos e desenvolvidos por EDWARDS & EWING (1972), na década de
40, quando definiram e identificaram as primeiras cepas do género Salmonella e de
outros membros da familia Enterobacteriaceae (CAFFER & TERRAGNO, 2001).

Atualmente, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), através do Centro
de Referéncia e Pesquisa de Salmonella, mediante estudos de DNA (CAFFER &
TERRAGNO, 2001), recomenda uma nomenclatura que reflete os recentes avancos
da taxonomia do género, consistindo de duas espécies: Salmonella enterica,
classificada em seis subespécies (enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae
e indica), e Salmonella bongori. Os nomes foram mantidos somente para 0s
sorotipos da subespécie enterica, que devem ser escritos com a primeira letra
maiuscula e ndo devem ser de forma italica (POPOFF & LE MINOR, 1997), dado
gue o0s sorotipos ndo tém nivel taxondmico de espécie seus nomes escapam ao

dominio do “Caddigo Internacional de Nomenclatura Bacteriana” como exemplo:
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Salmonella entérica subespécie enterica sorotipo Typhimurium, a fins préaticos
Salmonella Typhimurium (CAFFER & TERRAGNO, 2001).

A maioria (99,8 %) dos sorotipos de Salmonella spp. isolada do homem e
dos animais de sangue quente pertence a subespécie enterica e recebe geralmente
um nome relacionado com o lugar geogréafico onde foi isolada pela primeira vez
(CAFFER & TERRAGNO, 2001).

Rotineiramente, para classificacdo da Salmonella, utiliza-se o esquema de
Kauffmann-White, que divide o género em tipos sorolégicos (sorotipos ou sorovares),
tendo por base a composi¢cdo antigénica das salmonelas, com relacdo aos seus
antigenos de superficie que sao: os soméaticos (O), designados por numeros
arabicos; os flagelares (H), designados por letras mindsculas e por numeros
arabicos; e os capsulares, também chamados antigenos do envoltério (Vi), com
apenas um tipo imunoldgico encontrado na Salmonellat Typhi, Salmonella Dublin e
Salmonella Hirschfeldii (FRANCO & LANDGRAF, 1996; CAMPQOS, 2002).

As trés estruturas antigénicas principais das superficies bacterianas sao:
a parede celular; a capsula e os flagelos. A parede celular de organismos Gram-
negativos é uma estrutura polissacaridica-lipidica-proteica; os antigenos da parede
celular sé@o toxicos (endotoxinas) e coletivamente classificados como antigeno O; e
os flagelos bacterianos consistem de proteinas sendo totalmente antigénicos e
conhecidos como antigeno H (TIZARD, 1985).

Os microrganismos pertencentes ao género Salmonella s&o bacilos
curtos, medindo de 0,7-1,5 um de largura X 2-5 um de comprimento, Gram
negativos, aerébios e anaerébios facultativos, ndo esporulados e méveis através de
flagelos peritriquios, embora existam alguns imoveis; produzem gas a partir da
glicose (exceto a Salmonella Typhi); e sdo capazes de utilizar o citrato como a Unica
fonte de carbono (FRANCO & LANDGRAF, 1996). As colonias crescem bem em
meios de cultura para enterobactérias, a temperatura de 37°C e pH em torno de
sete; medem de 2-4 mm de diametro; sdo arredondadas com bordas lisas, um pouco
elevadas e brilhantes (HOLT, 1994).

Dentre os sorotipos de Salmonella causadores de grande impacto na

avicultura, destacam-se as salmonelas especificas das aves: Salmonella enterica
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sorovar Pullorum e Salmonella enterica sorovar Gallinarum, agentes da pulorose e
do tifo aviario, respectivamente, que provocam prejuizos a avicultura de muitos
paises. O tifo aviario esta sob controle em granjas avicolas de paises desenvolvidos,
mas ainda subsiste endemicamente em algumas granjas de postura comercial da
Ameérica Latina (CHACANA & TERZOLO, 2003).

Dentre as salmonelas paratiféides, destacam-se: Salmonella enterica
sorovar Enteritidis; Salmonella enterica sorovar Typhimurium; Salmonella enterica
sorovar Infantis e Salmonella enterica sorovar Agona, causadoras de infeccdes
alimentares e de grande importancia em satde publica (BERCHIERI JUNIOR, 1999;
GAMA, 2001). Os sorotipos do grupo paratiféide ndo estdo relacionados com
enfermidades especificas, mas sdo potencialmente capazes de infectar,

indistintamente, diversos animais e o proprio homem (LAX et al., 1995).

2.3 Patogenia

Para o desenvolvimento de uma enfermidade bacteriana € necessario que
a bactéria se localize em ambiente adequado para o0 seu estabelecimento,
replicacdo e expressao dos seus fatores de viruléncia (OCHOA & RODRIGUEZ,
2005).

Dentre dos passos que se apresentam no processo infeccioso se podem
mencionar: adeséo, invasao, replicacéo, resisténcia aos mecanismos de defesa e

dano ao hospedeiro.

A sobrevivéncia do microrganismo em um local determinado depende da
sua habilidade para aderir-se. As adesinas das bactérias tém uma estrutura que
permite reconhecer moléculas presentes nas células dos hospedeiros chamadas
receptores, com uma estereoquimica especifica. Essa unido determina o0s
hospedeiros e o0 organotropismo das bactérias, além disso, as adesinas tém a
capacidade de ativar os linfocitos B e neutrodfilos, resultando em uma variedade de
respostas biologicas incluindo proliferacdo celular e secrecdo de citocinas
(HULTGREN et al., 1996; EDWARDS & PUENTE, 1998).
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Nas bactérias, podemos encontrar uma ampla variedade de adesinas, as
quais estdo divididas em dois granes grupos: adesinas fimbriais e afimbriais,
geralmente as adesinas das bactérias Gram negativas sao: fimbria, fibrila, flagelo,
lipopolissacarideo (LPS) e capsula (OCHOA & RODRIGUEZ, 2005). E comum o
isolamento de uma bactéria que expresse multiplos tipos de fimbrias com diferente
especificidade de unido (LOW et al, 1996; SOTO & HULTGREN, 1999;
TOWNSEND et al., 2001).

Depois de entrar no hospedeiro, a bactéria pode aderir-se diretamente a
célula hospedeira ou a matriz extracelular. Quando o tecido esta lesado a matriz
extracelular subjacente é exposta. ApOs a ingestdo de agua e alimento contaminado,
a Salmonella inicia seu ciclo de infeccédo invadindo o hospedeiro através do tecido
linféide, incluindo as placas de Peyer e tonsilas cecais nas aves, aderem-se
apicalmente as células epiteliais do ileo e as células M que devido a auséncia de
borda assim como de glicocéalix representam uma porta de entrada ideal para as
enterobactérias (JENSEN et al., 1998; JEPSON & CLARK, 1998; ZHANG-BARBER
et al., 1999).

A Salmonella spp. invade as células do hospedeiro através de um
mecanismo conhecido como disparo (trigger). A bactéria envia sinais as células
epiteliais que induzem recargas do citoesqueleto dando lugar a formacgédo de
ondulacdes (ruffling) em sua superficie, como resposta ao contato. (FINLAY &
COSSART, 1997; GOOSNEY et al., 1999).

A Salmonella spp. pode invadir vérias linhas celulares e estimular mais de
um caminho de transducdo de sinais para promover sua entrada nas células do
hospedeiro. Os mecanismos de patogenicidade com que a Salmonella induz diarréia
e septicemia ndo tém sido descritos detalhadamente, porém parece ser um

fendbmeno complexo que envolve diversos fatores de viruléncia.

A Salmonella produz efeitos citotoxicos que resultam na destruicdo das
células M e na invasdo de enterOcitos adjacentes tanto pelo lado apical como
basolateral, induz apoptose de macréfagos ativados mediante a proteina efetora
SipB (Salmonella invasion protein) e fagocitose induzida nos macréfagos nao
ativados, para poder ser transportada ao figado e baco (CHEN et al., 1996; COTTER
& DIRITA, 2000; MONACK et al., 2000).
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A patogenicidade das salmonelas, ou seja, o estabelecimento dos
sintomas de salmonelose, bem como a sua gravidade, varia de acordo com o
sorotipo de Salmonella spp. envolvido e com a competéncia dos sistemas de defesa
especificos e inespecificos do individuo afetado (FRANCO & LANDGRAF, 1996;
CAMPOS, 2002). Estudos recentes mostraram que a resposta do hospedeiro a
infeccdo por Salmonella spp. é complexa e envolve alguns aspectos de imunidade
mediada por célula (BABU et al., 2003; 2004).

O trato digestério das aves, principalmente das adultas, apresenta uma
série de barreiras a instalacdo de salmonelas, como a acidez do papo e
proventriculo, enzimas disgestivas do pancreas e bile, exclusdo competitiva
promovida especialmente por bactérias anaerdbias constituintes do trato digestorio
normal das aves e as imunoglobulinas (lg). Apesar de todas essas barreiras, as
bactérias conseguem instalar-se no trato digestorio das aves aderindo-se firmemente
a receptores da mucosa intestinal (CREAVEN & WILLIAMS, 1996) e mantendo-se
em equilibrio com a microbiota normal, preferencialmente nos cecos e reto, sendo

excretadas via fezes por um longo periodo de tempo (NAVARRO, 1995).

A ingestdo oral de Salmonella spp. resulta na colonizacdo intestinal
(especialmente no ceco) e excrecdo do patdégeno nas fezes. A freqiéncia e a
duragédo da colonizagéo intestinal nos lotes de aves séo influenciadas pela idade,
linhagem genética, status imunitario, amostra e dose de Salmonella spp. aos quais
eles foram expostos (GAST et al., 2005). SEO et al. (2002) mostraram que galinhas
infectadas com Salmonella Enteritidis, por via oral, produzem IgA secretoras que
especificamente se unem a numerosos antigenos desse sorotipo de Salmonella. As
aves infectadas com Salmonella Enteritidis mostraram uma forte resposta de IgA

secretora contra os flagelos tanto no papo como na bilis.

A infeccdo de pintos, muito cedo, na incubadora, com Salmonella
Enteritidis, por inoculagéo oral ou contato horizontal, pode levar ao estabelecimento
de colonizacao intestinal que persiste no adulto (GAST & HOLT, 1998; NAKAMURA
et al.,, 1993; PHILIPS & OPITZ, 1995). A introducdo de grande quantidade de
penugem e poO, gerada durante o processo de incubacdo nas maquinas
nascedouras, tem sido apontada como uma das principais fontes de contaminagao

de pintos por Salmonella spp. (BAILEY et al., 1992). O pé gerado durante o



25

processo de incubacdo tem sido fortemente implicado com transmissdao de
Salmonella spp. porque dificulta os processos de limpeza e desinfeccdo dos
nascedouros (MITCHELL et al., 2002). COX et al. (1990) demonstraram que
fragmento da casca do ovo nos nascedouros também é uma fonte de contaminagéo

por Salmonella spp.

Poedeiras maduras, quando séo infectadas com Salmonella spp., sempre
0 sdo com doses muito elevadas, resultando numa frequéncia de colonizacao
intestinal com tendéncia a declinar muito mais abruptamente do que quando
infectadas muito jovens (GAST et al.,, 2004). Algumas vezes, porém, tal infeccédo
pode persistir por varios meses (GAST & BEARD, 1990). LEACH et al. (1999)
mostraram que a Salmonella Typhimurium, quando inoculada por via aérea, pode
ser transmitida aos ovos 15 vezes mais eficientemente do que quando inoculada por

via oral.

As amostras de Salmonella spp. ndo tém apresentado diferencas
significativas nas suas habilidades para persistir no trato intestinal, mas a presséo
seletiva aplicada pela passagem in vivo nas galinhas influencia outros parametros da
infeccdo por Salmonella Enteritidis, como a habilidade para causar contaminacédo do
ovo (GAST et al., 2003).

Existem vérias vias através das quais a ave torna-se infectada por
bactérias do género Salmonella spp. Geralmente, a infeccdo da-se pela via
digestoria, especialmente através da alimentacdo (STACHISSINI et al., 1993), mas &
possivel a infeccdo através da via respiratéria (TANNOCK & SMITH, 1971) e, além
disso, o fluxo de ar pode influenciar a maior ou menor disseminagéo de Salmonella
spp. no ambiente (NAKAMURA et al., 1997). Segundo COX et al. (1996), aves
jovens podem ser infectadas por Salmonella spp. através das vias oral, nasal,

conjuntival, cloacal e umbilical.

A Salmonella spp. invade rapidamente os tecidos do hospedeiro, sendo o
intestino o 6rgdo de predilecdo, onde a bactéria instala-se e reproduz-se. Se o
agente, porém, ingressar em capilares sanguineos, podera ocorrer a forma sistémica
e lesBes hepéticas podem ser observadas, como o aumento do volume do érgao e
formacdo dos nédulos paratificos, bem como pneumonia lobular grave (POPIEL &
TUMBULL, 1985; SATO et al., 1997).
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O género Salmonella é complexo e produz uma variedade de fatores de
viruléncia, dos quais podemos destacar a capacidade de adesdo aos receptores
celulares das células dos hospedeiros, ocorrendo, dessa forma, sobrevivéncia
intracelular (KATTOM et al., 1995) e o poder de penetrar nas células intestinais,
colonizar e viver in situ podendo ir para o tecido subeptelial através da destruicdo
das microvilosidades (PORTER & CURTISS, 1997).

Os macrofagos sdo os maiores efetores contra infeccdo por Salmonella
spp. e também transportam a bactéria entre os tecidos do hospedeiro (VASQUEZ-
TORRES et al., 1999), incluindo o trato reprodutivo da galinha (OKAMURA et al.,
2001), e suprem um sitio protegido para replicacdo bacteriana intracelular
(RICHTER-DAHLFORS et al., 1997).

As bactérias se aderem a mucosa através de polissacarideos (moléculas
de acucares ramificadas), que se estendem da parede externa da bactéria formando
uma estrutura, denominada glicocélix ou fimbria, que envolve a célula ou mesmo
uma colbnia de bactérias. Tal aderéncia a mucosa intestinal parece ser o mecanismo
chave tanto para a colonizacdo das bactérias patogénicas quanto para os efeitos
nocivos sobre a saude do animal (MACARI & MAIORKA, 2000). De acordo com
KRAMER et al. (2003), a aderéncia e a entrada da Salmonella spp. na célula
eucaridtica € um processo passivo ou induzido ativamente pela prépria bactéria.
Estudos in vitro mostram que, a Salmonella spp. induz o seu engolfamento, pela
célula epitelial, em um processo ativo que requer gasto de energia pela célula
hospedeira (CAMPOS, 2002).

A Salmonella spp. € uma bactéria invasora e pode localizar-se no ovario
das aves (TURNBULL & SNOEYENBOS, 1974; TURNBULL & RICHMOND, 1978),
sendo transmitida aos ovos de forma vertical (via ovo) (METHNER et al., 1995) e/ou

horizontal, ocorréncia freqiiente na contaminacéo de ovos.

Um ovo fertiizado contétm um embrido em fase inicial de
desenvolvimento, protegido pela casca, sendo esta, portanto, a principal linha de
defesa do blastoderme contra o desafio do meio ambiente (GONZALES & CAFE,
2003).
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A Salmonella spp. presente nas fezes pode penetrar no ovo antes do
estabelecimento da barreira cuticular proteica da sua superficie, a qual é
considerada a primeira barreira de prevencéo contra a invasédo bacteriana. Assim, o
agente localizado na vagina se adere a casca, ultrapassando-a e contaminando o
conteudo interno do ovo (MIYAMOTO et al., 1997). Segundo SNOEYENBOS et al.
(1991 apud POPPE et al., 1998) a transmisséao vertical da infeccdo dos ovarios para

0s ovos é chamada de infec¢do transovariana ou transmissao transovariana.

Os ovos contaminam-se também apoOs a formacgdo da casca, durante a
passagem do ovo pela cloaca ou pelo contato com as fezes na cama, no material de
ninho, maos do tratador, agua, bandejas, cama, piso ou em qualquer local
contaminado, inclusive incubatorios, caracterizando-se a transmissdo horizontal
(HUMPHREY, 1994; MIYAMOTO et al., 1997; COX et al., 2000; GUSTIN, 2003,
PATRICIO, 2003).

BARROW & LOVELL (1991) afirmaram que a maioria dos o0vos
contaminados por Salmonella Enteritidis, produzida por aves infectadas, estava
contaminada na sua superficie e ndo resultou de uma infec¢do ovarica. A deposicao
de Salmonella Enteritidis no interior dos ovos aparentemente € uma consequéncia
da colonizacdo do tecido reprodutivo em poedeiras infectadas sistemicamente
(KELLER et al., 1995; MIYAMOTO et al., 1997; OKAMURA et al., 2001).

A Salmonella Enteritidis, particularmente, fagotipo 4 tem uma afinidade
particular com o trato reprodutivo das galinhas, é mais habil para causar colonizacao
por longo periodo no trato reprodutivo, sendo depositada com os ovos mais do que
outros sorotipos invasores (BERCHIERI JUNIOR et al., 2001; OKAMURA et al.,
2001; AMY et al., 2004; GUARD-BOULDIN et al.,, 2004). Poedeiras infectadas
naturalmente ou experimentalmente por Salmonella Enteritidis podem produzir ovos
contaminados internamente (GAST & BEARD, 1990; GAST & HOLT, 2000;
HUMPHREY et al.,, 1991). Contudo, a produgdo de ovos contaminados por

Salmonella Enteritidis em lotes infectados € extremamente baixa (MASON, 1994).

GAST & HOLT (1998) estudando a persisténcia de Salmonella Enteritidis
em poedeiras infectadas, experimentalmente, de um dia de idade até a maturidade
isolaram Salmonella Enteritidis em 100 % das aves ap0s uma semana no figado,

baco e cecos e a colonizacdo persistiu até quatro semanas apOs inoculacao
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somente nos cecos. Inicialmente, metade das poedeiras eliminou Salmonella
Enteritidis, nas fezes, até 24 semanas de idade, mas somente uma poedeira
produziu ovo internamente contaminado, durante o inicio da produc¢éo, de quatro até
seis semanas. Dessa forma, galinhas expostas a Salmonella Enteritidis, logo apos
seu nascimento, podem permanecer infectadas até a maturidade; produzir ovos

contaminados; e/ou disseminar a infeccdo a outras aves susceptiveis.

Nas aves infectadas, as lesdes macroscopicas que podem ser
observadas na necropsia séo: pele flacida com sinais de desidratacdo, saco da
gema coagulado ou ndo absorvido, congestdo do figado e do baco com pequenos
pontos branco-acinzentados de areas de necrose, perihepatite, rins congestos,
pericardite com aderéncias, peritonite acompanhada, ocasionalmente, por focos
necroticos e exsudato caseoso nos cecos (FERREIRA et al.,, 1990; BERCHIERI
JUNIOR, 1991; SILVA, 1991; BERCHIERI JUNIOR & BARROW, 1995; NAVARRO,
1995; SILVA, 1996).

Segundo GAST & BEARD (1991), galinhas infectadas com Salmonella
Enteritidis desenvolvem uma resposta imune inicialmente aos nove dias apos

inoculagao no soro e 14 dias, no ovo.

A salmonelose tem um periodo de incubacédo de 6 a 72 horas, geralmente
entre 12 a 36 horas e a gastroenterite persiste de 24 a 72 horas. A dose infectante é
de 10° a 10® microrganismos (CAFFER & TERRAGNO, 2001).

2.4 Epidemiologia

As salmonelas sdo amplamente distribuidas na natureza, sendo o trato
intestinal do homem e dos animais o principal reservatorio natural. Entre os animais,
as aves (galinhas, perus, patos, gansos) sao 0s reservatorios mais importantes,
porque podem ser portadores assintomaticos, excretando continuamente Salmonella
spp. nas fezes. Os suinos, bovinos, eqlinos e animais silvestres (roedores, anfibios

e répteis) também apresentam salmonelose e os animais domeésticos (cées, gatos,
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passaros) podem ser portadores de Salmonella spp. (FRANCO & LANDGRAF,
1996).

Apesar de numerosos levantamentos mostrarem aves selvagens
infectadas por Salmonella spp. em vérias partes do mundo, a incidéncia tem sido
bem menor do que em aves domeésticas (STEELE & GALTON, 1971). Alguns
sorotipos de Salmonella spp. tém um reservatorio animal especifico. Dessa forma,
sua transmissé@o esta vinculada a alimentos obtidos desses animais (BAU et al.,
2001).

Do ponto de vista epidemiolégico, a Salmonella spp. pode ser classificada
em trés grupos: as que ndo tém preferéncia por algum hospedeiro em especial,
podendo infectar o homem e os animais; as que infectam s6 o homem (Salmonella
Typhi, Salmonella Paratyphi A e Salmonella Paratyphi C) e que se transmitem de
forma direta ou indireta de uma pessoa para outra; as que estdo adaptadas a um
hospedeiro em espécie animal: Salmonella Abortusovis (ovinos), Salmonella
Abortusequi (equinos) e Salmonella Gallinarum (aves) (CAFFER & TERRAGNO,
2001).

CARVALHO et al. (2001) afirmam que as fezes podem constituir o fator
principal na instalacdo e/ou disseminacao de Campylobacter e Salmonella dentro de
um galpdo e que suas camas podem atuar na transmissao e (ou) manutencao
desses microrganismos no plantel. O Campylobacter e Salmonella sdo agentes
conhecidos como causadores de gastroenterite bacteriana aguda em humanos e os
produtos avicolas crus tém sido implicados como uma fonte importante dessas
infecgbes (COX et al., 2005).

Nos paises em desenvolvimento, existem poucos dados acerca da
participacdo dos alimentos de origem animal na epidemiologia da salmonelose
humana, contrastando com os paises desenvolvidos, onde eficientes pesquisas
etioldgicas s&o realizadas (LAZARO et al., 1997). Produtos avicolas, especialmente
ovos crus e mal cozidos, tém sido o maior fator de risco para infeccdo humana com
Salmonella Enteritidis (PALMER et al., 2000; CDC 2004; DE BUCK et al., 2004).

A epidemiologia das infec¢des por Salmonella spp. em aves é bastante

complexa (HINTON, 1988), sendo dificil determinar como um lote foi infectado ou
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como ocorre a disseminacdo bacteriana no plantel. A persisténcia de Salmonella
spp. no ambiente € uma importante caracteristica na sua epidemiologia (WRAY,
1975; GUARD-PETTER, 2001). A Salmonella Enteritidis pode infectar um lote de
aves e invadir lotes vizinhos sem apresentar nenhum sinal da doenca. Essa infec¢ao
inaparente ndo se limita ao intestino, estendendo-se também aos 0rgaos internos,
incluindo o sistema reprodutivo, com consequente contaminacdo da progénie ou de

ovos comerciais para consumo humano (PEREIRA et al., 1999).

Segundo KAMPELMACHER (1987), as trés maiores fontes de salmonelas
para aves de interesse comercial sdo a introducéo de lote contaminado, o ambiente

e a ragdo contaminada.

As salmonelas podem infectar as aves através das vias vertical e
horizontal. Quando o trato intestinal da ave esta colonizado por Salmonella spp., 0
ovo produzido pode ser contaminado durante a passagem pela cloaca e, em poucos
minutos, a Salmonella spp. € capaz de penetrar através da casca do ovo. Dessa
forma a porosidade, espessura da casca, rachaduras e trincas na casca do ovo
favorecem ainda mais a penetracdo bacteriana no ovo (NASCIMENTO et al., 1998;
SONCINI & BITTENCOURT, 2003), visto que essa penetracdo pode resultar em
transmissdo direta das bactérias para o embrido durante o desenvolvimento, ou
pode expor os outros pintainhos a infec¢cdo por Salmonella spp. quando a casca é

rompida durante o nascimento (GAST, 1997).

Pela via vertical, o ovo pode ser contaminado desde a sua formacao
(ovério e oviduto). Nesse caso, a contaminagdo estd localizada na gema e os
processos convencionais de desinfeccdo dos ovos ndo sao eficientes, assim como
na cloaca pelo contato com as fezes. A clara, em geral, apresenta-se com baixa
contaminacgao por salmonelas, pois ela contém elementos naturais que dificultam o
desenvolvimento bacteriano, como a presenca de enzimas antibacterianas (lisozima)
e a deficiencia de ferro, elemento essencial para a multiplicagdo bacteriana.
Contudo, a manipulacéo da clara no preparo de determinados pratos pode romper
esse equilibrio e favorecer a multiplicacdo de salmonelas (SILVA & OLIVEIRA,
2000).

SNOEYENBOS (1971) destacou que a transmissdo de salmonela em

ovos férteis ocorre com freqiéncia suficiente para que seja necessaria a adoc¢éo de
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medidas de controle nas granjas de avos e matrizes. Foi estabelecido que, por
contaminacdo vertical, a presenca de salmonela em uma matriz pode afetar até 65
frangos (WILDING & BAXTER-JONES, 1984), mas a producao de ovos positivos em

lotes contaminados por Salmonella Enteritidis € extremamente baixa (MASON,
1994).

Outro aspecto epidemioldgico de suma importancia reside nas flutuacdes
dos sorotipos dominantes numa regido, quase sempre retratando primariamente
esse acontecimento nas aves com projecoes futuras para outras fontes de infecgbes
como, por exemplo, Salmonella Agona, Salmonella Saint Paul, Salmonella
Typhimurium, Salmonella Hadar e na atualidade, Salmonella Enteritidis (HOFER et
al., 1997).

Muitas amostras de salmonela podem sobreviver por longos periodos de
tempo na &gua e em materiais secos como poeira. Elevado numero de
microrganismos sobrevive no ambiente, em estado adormecido, podendo multiplicar-
se rapidamente se houver condi¢des favoraveis. Essa habilidade especial, junto com
a contribuicdo de vetores de vida livre, representa um problema real para o controle

das salmonelose no ambiente avicola (LIEBANA et al., 2003).

GAST et al. (2002), analisando as caracteristicas da contaminagdo em
ovos por Salmonella Enteritidis, através de vérias vias, afirmaram que, independente
da via de contaminagdo, a Salmonella Enteritidis foi isolada com maior frequéncia da

gema (4 % a 7 %) do que do albumen (0 % a 2 %) dos ovos examinados.

Entre os provaveis meios de contaminacdo dos ovos estdo as galinhas
poedeiras, que atuam como portadoras, onde o patégeno se desenvolve no foliculo

ovariano, propiciando a postura de ovos contaminados (THIAGARAJAN et al., 1994).

GAST & HOLT (2001) e GAST et al. (2002) observaram que, mesmo apos
a administracdo de elevadas doses de Salmonella Enteritidis, em galinhas
poedeiras, a incidéncia de ovos contaminados é relativamente baixa. As fezes séo
importante fonte de contaminacdo do alimento, contudo a excrecdo de Salmonella
spp. nas fezes ndo € continua. Dessa forma, é possivel se obterem baixos niveis de
ovos contaminados, na casca ou no seu conteuado, por Salmonella spp.
(HUMPHREY et al., 1989). De acordo com EBEL & SCHLOSSER (2000), a
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prevaléncia de Salmonella spp. em ovos naturalmente infectados nos EUA foi
estimada em 0.005%.

A identificacdo de ovos positivos para Salmonella Enteritidis, até mesmo
oriundos de um lote de poedeira infectado, € particularmente desafiante porque nem
todas as poedeiras infectadas com Salmonella Enteritidis pdem ovos infectados. Se
tais poedeiras eliminam ovos infectados, 0 microrganismo € eliminado
intermitentemente (GAST & HOLT, 2000; KELLER et al., 1995; KINDE et al., 2000).

Outra forma importante de contaminacao € o contato das cascas dos ovos
com as fezes das aves, no momento da postura ou no ninho, além da questdo do
manuseio sob condi¢cdes inadequadas (MORRIS, 1990). GAST & HOLT (2000) e
HUMPHREY et al. (1991) afirmaram que o sitio de deposicdo da Salmonella
Enteritidis em ovos (gema ou albumen) pode ser determinado pela regido de

colonizacgéo do trato reprodutivo da poedeira.

Recentemente, os centros para o controle e prevencédo de enfermidades
tém reportado que existe uma associacéo significativa entre os ovos e o0s alimentos
gue contém ovos e a infeccdo por Salmonella Heidelberg em humanos. GAST et al.
(2004) comprovaram que cepas de Salmonella Heidelberg, isoladas a partir de
amostras tomadas em surtos de enfermidade associadas ao consumo de ovos em
humano, eram capazes de colonizar o trato reprodutivo e ser transmitidas aos ovos
em aves infectadas experimentalmente, como se tem reportado sobre Salmonella
Enteritidis.

A via horizontal tem como fonte de infeccdo: a racdo e suas matérias
primas; aves estranhas a criacdo; animais de estimacao; veiculos e seres humanos.
A disseminacdo ocorre através das fezes, contaminando agua, racdo, cama,

mosquitos e besouros, p6 do galp&o, ovos e roedores (BERCHIERI JUNIOR, 1999).

COX et al. (1990) mostraram que 75 % das amostras de fragmentos dos
ovos, “pool” de material e de papel em incubadoras comerciais continham
Salmonella spp., indicando muitas oportunidades para a contaminacdo de ovos

recém incubados.

A contaminacdo externa da casca de um ovo integro pode resultar no

estabelecimento da infeccdo no pinto durante a incubagdo. A contaminacdo
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horizontal dentro de incubadoras também é frequente (BAILEY et al., 1994; CASON
et al., 1994), ocorrendo contaminacdo externa da casca e, consequentemente,
penetracdo da bactéria através dos poros dos ovos. Nas incubadoras, ovos
contaminados, especialmente aqueles contendo gas formado pela bactéria,

explodirdo resultando na contaminacdo de outros ovos (ROY et al., 2002).

Penugem contaminada pode infectar embrides na incubadora, ocorrendo
mais freqlentemente durante o processo de incubacado e transporte dos pintos para
a granja. Na transmissdo horizontal de Salmonella Enteritidis, pintos livres, em
contato com pintos inoculados, se infectam, e entre 12 a 24 horas ap0s o contato,
eliminam Salmonella Enteritidis pelas fezes (GAST & HOLT, 1999; SONCINI et al.,
2000).

A muda forcada permanece como uma ferramenta importante no manejo
da indastria de postura como uma maneira de maximizar a vida produtiva de um lote
de poedeira comercial. Programas de muda envolvem estimativamente 75 % a 80 %
dos lotes comerciais nos EUA e Japéo, existindo varios procedimentos para induzir
muda em poedeiras, sendo 0 método primario a remocéo do alimento até a reducéo
do peso corporal da poedeira a um certo percentual (USDA, 2000). Segundo BELL
(2003), o método mais efetivo de regressdo do ovario é a retirada do alimento por 10
a 14 dias.

Estudos experimentais mostraram que o processo de muda forcada
produz depressdo imunitaria significativa nas poedeiras (HOLT, 1992; 1992a), que
pode tornar os lotes vulneraveis a infeccdo por agentes infecciosos. Muitos
pesquisadores relatam que a susceptibilidade para algumas doencas aumenta
durante anorexia (WEBSTER, 2003). A Salmonella Enteritidis, em particular, foi
estudada extensivamente com relacdo a infeccdo durante a muda. Poedeiras apos
muda eliminaram mais SE nas fezes (HOLT, 1993; HOLT, 1995; HOLT et al., 1995;
HOLT & PORTER JUNIOR, 1992), tinham altos niveis de Salmonella Enteritidis nos
orgédos internos (HOLT et al., 1995), permaneceram infectadas por um longo periodo
(HOLT, 1992; HOLT & PORTER JUNIOR, 1992) e apresentaram mais patologia no
trato intestinal do que as que n&o sofreram muda (HOLT & PORTER JUNIOR, 1992;
MACRI et al., 1997; PORTER & HOLT, 1993).
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WOODWARD et al. (2005) usando dieta com alfafa como método
alternativo de muda forcada para reducao da invaséo e colonizacdo por Salmonella
Enteritidis observaram que a alfafa ndo aumentou a incidéncia de Salmonella

Enteritidis nos ovos e nem nos 0rgaos internos.

HUANG et al. (2006) conduziram uma pesquisa para investigar os efeitos
do tamanho (grossa e fina) e da forma (triturada e peletizada) do alimento sobre a
sobrevivéncia da Salmonella Typhimurium, no trato alimentar e sobre a reducéo de
Salmonella Typhimurium nos cecos de frangos em crescimento, e concluiram que, a
dieta peletizada aumentou a incidéncia de Salmonella Typhimurium no contetdo da
moela e o tamanho da particula da dieta ndo afetou a incidéncia de Salmonella em

nenhum segmento do trato alimentar.

ROY et al. (2002) isolaram Salmonella spp. na agua da lavagem de
carcacas de frango e de galinhas de descarte, em carne de frango moida, dos
pulmbes de pintos de incubadoras procedentes de ovos de avés e matrizes, em
suabes de arrasto dos galpdes, em amostras de figado e do conteido do saco da
gema de pintos, mas a exata fonte da origem da contaminacdo de Salmonella

Enteritidis ainda permanece desconhecida.

Segundo KINDE & ATWILL (2000), na Califérnia, foi hipotetizado que a
infeccdo com Salmonella Enteritidis comecava em humanos e que,
consequentemente, os roedores se infectavam com efluentes contaminados
provenientes de fonte humana, fazendo com que esta fosse postulada como a fonte

de infeccdo das aves domésticas.

A transmissdo da Salmonella Enteritidis na forma vertical e horizontal
constitui um importante risco na saude dos plantéis avicolas e em saude publica
(SANTOME et al., 1999).

GAST et al. (2005) nédo encontraram correlacdo quando analisaram a
duragéo da eliminacdo de Salmonella nas fezes com a frequéncia de contaminagao
dos ovos produzidos em poedeiras comerciais infectadas com amostras de

Salmonella Enteritidis e Salmonella Heidelberg.

BUCHALA et al. (2006) pesquisaram a ocorréncia de Salmonella spp. em

propriedades avicolas nao tecnificadas, com finalidade de subsisténcia, localizadas
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em areas proximas a granjas de reprodutoras do estado de Séo Paulo, através da
SAR e SAL e encontraram frequéncia igual a 73 % de propriedades com aves
sororeagentes e 16,5 % de aves sororeagentes. Desta forma os dados obtidos
sugerem que a Salmonella spp. estd amplamente difundida nas cria¢cdes informais
de aves “fundo de quintal’, colocando em risco, constante, os criatérios de
exploracdo industrial, os quais necessitam adotar boas préaticas de biosseguridade

para preservar a integridade sanitaria dos plantéis.

A associacdo da mosca doméstica como vetor mecéanico de patégenos
causadores de doencas grastointestinais tem sido documentada em vérias partes do
mundo (BANJO et al., 2005). Espécies de Salmonella spp. e outros patdégenos tém
sido reportados de moscas na Nigéria (DIPEOLU, 1977; ADEYEMI & DIPEOLU,
1984) e Malasia (SULEIMAN et al., 2000). UGBOGU et al. (2006) pesquisando
Salmonella spp. e Shigella em espécies de moscas domeésticas (Musca domestica
[.), em Uturu, Nigéria, em “pool” de 34 amostras, isolaram Shigella e Salmonella spp.
em 100 % e 61,7 % das amostras, respectivamente, mostrando que ambientes sujos
podem facilmente atrair moscas que subseqientemente depositam organismos
patogénicos no alimento e na agua podendo causar infecgdes alimentares no

homem.

A Salmonella spp. ja foi isolada de Alphitobius diaperinus e sua presenca
é rotineiramente verificada na cama dos aviarios através de pesquisa bacteriologica
(CHERNAKI-LEFFER et al., 2002). SKOV et al. (2004) estudando o papel dos
pequenos besouros como potencial reservatério de Salmonella enterica e
Campylobacter spp. entre lotes de frango, mostraram que os besouros podem estar

positivos para os dois patdgenos e funcionar como veiculo transmissor.

HENZLER & OPTIZ (1992) e DAVIES & WRAY (1995) descreveram o
importante papel do rato na disseminacédo e persisténcia de Salmonella Enteritidis
em fazendas avicolas. LIEBANA et al. (2003) realizaram estudos moleculares para
avaliar a contribuicdo de vetores de vida livre, na manutencdo de infeccdo em
granjas de poedeiras, por Salmonella Enteritidis, e concluiram que, em todas as
granjas estudadas, foi isolada Salmonella tanto das amostras de populacdes de

roedores residentes quanto do ambiente, sendo possivel que a viruléncia da
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Salmonella Enteritidis aumente em decorréncia da selecdo ou passagem na
populacao de ratos (GUARD-PETTER et al., 1997).

2.5 Saude Publica

A toxinfeccdo alimentar causada por Salmonella spp. deve-se,
principalmente, as trocas dos habitos alimentares, a forma de comercializacdo dos
produtos de origem animal e as deficiéncias notadas durante a producdo, estocagem
e distribuicdo desses produtos (CAFFER & EIGUER, 1994).

As infec¢des por Salmonella spp. em empresas avicolas comerciais sao
freqientes em todas as areas do mundo onde ha uma investigacdo adequada
(SNOEYENBOS, 1991).

A incidéncia real de salmonelas nas toxinfeccfes alimentares €
desconhecida, uma vez que, frequentemente, pequenos surtos nao sao relatados
para as autoridades de Saude Publica (LOGUERCIO et al., 2002).

No inicio do século XX, os ovos de galinha raramente estavam envolvidos
em surtos de toxinfecgao alimentar em seres humanos, sendo menos importantes
que carne bovina, suina, de ave, bem como leite ndo pasteurizado. Durante a
segunda guerra mundial, aconteceram surtos devido ao consumo de ovo em po e
ovo pasteurizado importados, pelo fato de que a Salmonella spp. presente em
alguns ovos multiplicou e disseminou durante o preparo e a estocagem dos produtos
(DUGUID & NORTH, 1991).

BAUMLER et al. (2000) observaram que o aumento nos casos de
salmonelose em humanos ocorridos por volta de 1960, na Inglaterra e nos EUA,
coincidia com o declinio de aves comerciais soropositivas para Salmonella Pullorum.
Esses fatos sugerem que a eliminacdo de SP pode ter favorecido a colonizagdo do

trato digestoério das aves por outros sorotipos.

A partir da década de 70, houve um grande aumento de casos de
toxinfeccéo alimentar em seres humanos causados por Salmonella spp. (THORNE,

1991). Na década de 70, Salmonella Agona foi introduzida em granjas, através da
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utiizacdo de farinha de peixe oriunda do Peru, desencadeando um processo
mundial de salmonelose em aves e em seres humanos, em decorréncia da ingestao
de produtos de origem avicola (CLARK & THATCHER, 1973). Posteriormente,
Salmonella Agona passou a ser isolada, com certa frequéncia de componentes de
racdo para aves, de aves (BERCHIERI JUNIOR, 2000; HOFER et al., 1998) e,
historicamente, tem estado entre os quatro sorotipos mais isolados de seres
humanos no Brasil (TAVECHIO et al., 1996).

Os casos de toxinfec¢des alimentares causados por Salmonella spp.
aumentaram a partir da década de 80. RODRIGUE et al. (1990) atribuiram esse
aumento ao consumo de ovos e subprodutos contaminados por Salmonella
Enteritidis. Todavia, a presenca de Salmonella spp. em carcacas de frangos nao
pode ser ignorada (RAMPLING et al., 1989; BOER & ZEE, 1992; GIESSEN et al.,
1992; POPPE, 1994; COSTA, 1996; SCUDERI et al., 1996).

Na década de 80, Salmonella Enteritidis, de forma rapida e astronémica,
passou a ser a maior preocupacao mundial referente aos casos de salmonelose
humana (RODRIGUE et al., 1990; TAUNAY et al., 1996), decorrentes da ingestéao de
produtos alimenticios de origem animal ou de produtos preparados com

componentes de origem animal.

Segundo o Centro de Controle de Doencas dos EUA, nos ultimos anos,
ocorreram, anualmente, 45.000 isolamentos de Salmonella spp., com 20.000
hospitalizacdes, 500 mortes, e com despesas de US$ 500 milhdes (GAMA, 2001).
Esses surtos foram ocasionados, em sua maioria, por Salmonella Enteritidis, e
investigacbes epidemioldgicas identificaram o consumo de ovos ou de alimentos
contendo ovos como responsaveis pela maioria dos surtos. Essas informacdes
foram divulgadas, com grande alarde, pelos veiculos de comunicagdo, causando
grandes prejuizos aos produtores de ovos (SILVA & DUARTE, 2002).

Véarios surtos tém sido reportados, sendo o ovo a fonte de infeccéo
humana (BERGHOLD et al., 2003; CRESPO et al., 2005). Ovos crus, mal cozidos e
carne de frango representam alto risco para os humanos (GILLESPIE et al., 2005).

Anualmente ocorre 1,4 milhdes de casos de salmonelose nos EUA sendo
a Salmonella Newport o terceiro sorotipo mais isolado. De janeiro a abril de 2002, foi
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isolado Salmonella Newport em 47 pessoas nos EUA e os sintomas apresentados
foram diarréia (100 %), dor abdominal (91 %), febre (78 %) e vomito (48 %)
(ZANSKY et al., 2002).

No Brasil, entre 1994 e 1995, ocorreram surtos de salmonelose humana
em varios Estados, com o nimero de pessoas afetadas variando de duas a 300 por
caso (GELLI, 1995).

Segundo TAVECHIO et al. (2002), de um total de 4.581 isolamentos de
Salmonella spp. realizados pelo Instituto Adolfo Lutz — SP - Brasil, entre 1996 e
2000, a Salmonella Enteritidis foi o sorovar predominante, correspondendo a 32,7 %

dos isolados.

O Laboratério FIOCRUZ, nos anos 2002, 2003 e 2004 caracterizou a
Salmonella Enteritidis como o sorotipo mais freqiente em aves, registrando maior
ocorréncia em 2004 (RODRIGUES, 2005).

A Salmonella spp. continua sendo uma causa proeminente de infeccbes
de origem alimenticia em quase todos os paises industrializados (ARCHER &
KVENBERG, 1985; SOCKETT, 1991; TODD, 1991; D’AOUST, 1997). De acordo
com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a Salmonella Enteritidis parece estar
aumentando no continente norte americano, sul americano, Europa e talvez na
Africa (RODRIGUE et al., 1990).

A salmonelose é uma zoonose e 0s sorotipos encontrados no homem sao
comumente oS mesmos encontrados entre os animais. Os grandes surtos de
salmonelose humana tém sido caracterizados como decorrentes do consumo de
alimentos manipulados inadequadamente em restaurantes e cozinhas institucionais.
A coccao inadequada dos alimentos, o resfriamento lento, a manutencdo dos
alimentos por muitas horas sem refrigeracdo e o reaquecimento insuficiente, antes
de servi-los, também tém sido demonstrados como fatores que contribuem para o

surgimento da doenca no homem (COSTA, 1996).

A identificacdo de um surto de doenca de origem alimentar é realizada
através de inquérito epidemioldgico conduzido entre os individuos que tenham, ou
ndo, consumido o(s) alimento(s) suspeito(s), quer tenham apresentado os sintomas

caracteristicos, quer ndo e, também, através de exames laboratoriais em amostras
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clinicas e nas amostras de alimentos. Em grande parte dos surtos de doenca
microbiana de origem alimentar, a identificacdo do alimento causador é inferida
apenas com base no inquérito epidemiolégico. Somente em alguns casos, foi
possivel a identificacdo do microrganismo patogénico no material clinico e nas
amostras de alimento. Por o alimento suspeito ndo estar mais disponivel para
analise laboratorial, ndo € possivel caracterizar o alimento suspeito; a analise
laboratorial € limitada devido ao custo na investigacdo de todos os patdégenos
possiveis e as metodologias laboratoriais empregadas para o isolamento; também a
identificacdo dos inumeros patégenos ndo € 100% eficiente (FRANCO &
LANDGRAF, 1996).

Em infec¢cdes humanas, as manifestagfes clinicas por salmonela variam
de leves sinais intestinais a septicemia, com o6bitos, em geral, restritos a recém-
nascidos, idosos e pessoas imunocomprometidas. A diarréia € o principal sintoma e,
na maioria dos casos, ocorre a cada 10-15 minutos, por varias horas, passando a
ocorrer de duas a trés horas, por um dia ou mais, e depois de duas a trés vezes ao
dia, por varios dias. Dores abdominais, colicas, febre, ndusea, vomito e dor de
cabeca também podem manifestar-se (PELZER, 1989; SILVA, 1991).

Nos ultimos anos, a carne de aves domésticas (HUMPHREY et al., 1988;
BOLDER et al., 1991), principalmente frango mal cozido (PANISELLO et al., 2000) e
0S ovos crus, insuficientemente cozidos (RODRIGUE et al., 1990), ou pratos
preparados com ovos (SPACKMAN, 1989; BARROW, 1993; NOORDHVIZEN &
FRANKENA, 1994; TAUXE, 1997), como saladas e produtos de confeitaria
(ALTEKRUSE et al.,, 1997; ESTUPINAN et al., 1998), parecem ser 0os maiores
veiculadores de Salmonella spp. nas infec¢cdes alimentares humanas (BEZERRA,
1995; PERESI et al., 1998).

OTOMO et al. (2007), pesquisando Salmonella em galinhas poedeiras e
nos ovos associados com infecgdes tansmitidas pelo alimento em 23 fazendas no
Japao, encontraram 12 fazendas (52,2 %) contaminadas com Salmonella e os
sorotipos Salmonella Enteritidis e Infantis foram detectados em quatro e trés

fazendas, respectivamente.

ERDOGRUL (2004) afirmou que o consumo de ovos crus ou com leve

coccdo (em mousse, maionese, drinques e outros alimentos) faz com que seja
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necessaria a incorporacdo de medidas de higiene e desinfeccéo, na tecnologia de
producdo de ovos frescos. Tanto os ovos como alimentos contendo ovos tém sido
importantes fontes de Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium e Salmonella
Heidelberg (ERDOGRULL et al., 2002; HUMPHREY, 1994). A infeccao alimentar
humana por Salmonella spp. ocorre, geralmente, quando ovos contaminados sao
estocados e manipulados no preparo de alimentos, de forma a permitir a
multiplicacdo do agente (GAST & BEARD, 1992; HOGUE et al., 1997).

A contaminagao dos ovos por Salmonella spp. ocorre, inicialmente e na
maioria das vezes, através da casca. A porosidade, qualidade da cuticula, espessura
da casca, rachadura e trincas favorecem a penetracdo bacteriana no ovo (SONCINI
& BITTENCOURT, 2003). MESSENS et al. (2005), relataram gee existem fatores
extrinsecos e intrinsecos que podem afetar a penetracdo de Salmonella spp. na
casca. Dentre os extrinsecos, destacam-se a cepa e a concentracao de bactérias, a
temperatura, a umidade e a presenca de matérias organica. Em relacdo aos
intrinsecos, a cuticula, as caracteristicas da casca (integridade, espessura,

porosidade, defeitos) e propriedades das membranas.

Dessa forma, o tempo e temperatura de armazenagem sao fatores
fundamentais para que as salmonelas passem da superficie da casca para as
estruturas internas do ovo (STALDEMAN, 1986; SILVA, 1995). A desinfeccéo e o
resfriamento do ovo, logo apds a postura, sdo procedimentos adotados, em varios
paises, como medidas para reducdo da contaminacdo e da multiplicacdo bacteriana
(HAMMACK et al., 1993).

Estudo realizado por ERDOGRUL (2004) confirmou que 0 ovo € um
significante reservatorio alimentar de patdgenos como a Salmonella e Listeria.
OLIVEIRA & SILVA (2000), pesquisando a ocorréncia de Salmonella spp. em ovos,
relacionada com as condicbes de armazenamento e a desinfeccdo da casca,
observaram que ovos, experimentalmente, contaminados com Salmonella Enteritidis,
apresentaram Salmonella Enteritidis, na casca pelo periodo de 21 dias, em ovos
mantidos tanto em temperatura ambiente quanto sob refrigeracdo. A migracdo da
contaminacdo de Salmonella Enteritidis, da casca para a gema, ocorreu a partir de
24 horas, com maior intensidade nos ovos mantidos em temperatura ambiente. Clara

de ovos, clara batida e glacé ndo se mostraram substratos apropriados para a
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multiplicacdo de Salmonella Enteritidis, quando armazenados tanto em temperatura

ambiente como sob refrigeragao.

A identificacdo de ovos positivos para Salmonella Enteritidis, até mesmo
oriundos de um lote de poedeira infectado, € particularmente desafiante porque nem
todas as poedeiras infectadas com Salmonella Enteritidis pdem ovos infectados. Se
tais poedeiras eliminam ovos infectados, 0 microrganismo € eliminado
intermitentemente (GAST & HOLT, 2000; KELLER et al., 1995; KINDE et al., 2000).
A primeira forte evidéncia do envolvimento de Salmonella Enteritidis com infecgéao
humana, originada do consumo de alimentos preparados com ovos, ocorreu em um
grande surto, em 1986, nos EUA, envolvendo massa comercial congelada recheada
com uma mistura de queijo, condimentos esterilizados e ovos crus. O levantamento
epidemiolégico levou ao isolamento de Salmonella Enteritidis de varias amostras
oriundas das granjas que forneceram os ovos. Uma analise retrospectiva dos surtos
de infeccdo alimentar, nos EUA, revelou que, entre 1973 e 1984, 43 % dos surtos
causados por Salmonella Enteritidis tinham o ovo como veiculo, comparado com
somente 18 % dos surtos, devido a outros sorotipos de Salmonella spp. A
continuidade das analises revelou que do inicio de 1985, a metade de 1987, 77 %
desses surtos tiveram como veiculo o ovo tipo A, consumido mal cozido ou cru
(SILVA, 1991). Nos EUA, a proporcdo de isolamentos de Salmonella Enteritidis
aumentou de 6 %, em 1980, para 25 %, em 1995 (ALTEKRUSE et al., 1997).

Nos EUA, os custos médicos e as perdas de produtividade devido a
infecc@o por Salmonella spp., foram estimados em um bilhdo de dolares em 1987
(ROBERTS, 1988) e aumentaram para quatro bilhdes em 1994.

A Salmonella Enteritidis foi o principal patégeno responsavel por infeccées
alimentares na Europa e América durante a década de 80 (BAUMLER et al., 2000;
VELGE et al., 2005). A Salmonella Enteritidis € o principal sorotipo causador de
salmonelose e esta freqientemente implicado em torno de 60 % dos casos de

salmonelose humana na Europa (THORNS, 2000).

Na Inglaterra, dois surtos de salmonelose humana envolvendo alimentos
manufaturados em 1982 e 1985, tiveram um custo direto de US$ 630.000 e US$ 24
milhdes, respectivamente (COOPER, 1994).
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Em 1997, a Salmonella Enteritidis participou, em 70 %, dos casos de
salmoneloses humana na Inglaterra e no Pais de Gales (COGAN & HUMPHREY,
2003), havendo, depois, um declinio de sua incidéncia. A Salmonella Enteritidis,
porém, € o sorotipo mais comumente isolado de infec¢bes gastrointestinais no Reino
Unido (ANON, 2005) e continua sendo o sorotipo mais significante de salmonela em

saude publica, incluindo a América do Norte (CDC 2004).

No Brasil, o primeiro relato de ocorréncia de Salmonella Enteritidis em
aves foi realizado por pesquisadores da Universidade de S&o Paulo (USP), em 1990
(FERREIRA et al., 1990). Em 1993, a Salmonella Enteritidis emergiu como um
grande problema de saude publica e os estudos epidemioldgicos revelaram que a
entrada desse sorotipo no Brasil ocorreu através da importacdo de material genético
avicola contaminado (IRINO et al., 1996; TAVECHIO et al., 1996; SILVA, 1997),
provavelmente, no final da década de 80 (SILVA & DUARTE, 2002). O surgimento
de Salmonella Enteritidis aumentou a incidéncia de infeccbes associadas ao
consumo de frangos e alimentos preparados com ovos crus ou insuficientemente
cozidos (RODRIGUE et al., 1990; CAFFER & EIGUER, 1994; PINTO, 1999).

TAUNAY et al. (1996) analisaram as alteragdes ocorridas na frequéncia
dos sorotipos de Salmonella spp. isolados no periodo de 1950 a 1990, no estado de
Sao Paulo, provenientes de infeccdes humanas e ndo humanas e observaram que
no periodo de 1950-66 ndo houve predominio de nenhum sorotipo, entretanto no
periodo de 1970-76 a Salmonella Typhimurium passou a ser 0 sorotipo
predominante com 77 % dos isolados. Observou-se um aumento significativo de
Salmonella Agona, bem como de uma grande variedade de sorotipos. Quanto as
salmonelas de origem ndo humana, chama a atencdo o elevado numero (mais de

100) de sorotipos.

Levantamento realizado no Instituto Adolfo Lutz, em S&o Paulo, mostrou
gue, entre 1970 e 1990, a Salmonella Enteritidis foi isolada em apenas 0,37 %, das
28.658 amostras de fontes humanas e 0,85 %, das 14.345 amostras n&o-humanas,
porém, durante os anos de 1991 a 1995, a Salmonella Enteritidis foi o sorotipo mais

comum de Salmonella identificado, como ilustra a Tabela 1 (TAVECHIO et al., 1996).

A producéo alternativa de frango de corte vem crescendo no Brasil desde

a década de 90. Além da questéo cultural envolvida, esse tipo de producédo tem se
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tornado uma esperanca para 0s pequenos e médios produtores de qualquer regido
do pais, tanto para o consumo familiar como para a producédo comercial. ZANUSSO
(2004) relatou que o mercado para produtos diferenciados encontra-se em expansao
com uma fatia de 3 % em relacdo aos produtos oriundos de frangos criados em
sistema convencional, setor em que o Brasil assumiu o primeiro lugar no comércio
internacional (ABEF, 2005)

BEZERRA et al. (1995) realizaram pesquisa com “galinha caipira“ (nativa)
e isolaram Salmonella spp. em 60 % das amostras de ovos analisadas, mostrando o

risco para a saude publica.

Tabela 1. Isolamento de Salmonella de fontes humanas e ndo humanas entre os anos de 91 — 95.

Sorotipos Fontes humanas (%) Total Fontes ndo humanas (%)  Total
Salmonella 91 92 93 94 95 91 92 93 94 95
Typhimurium 111 131 11 7,8 4.8 200 99 5 58 44 21 151
Agona 16 125 86 3,6 3,6 185 64 3,7 36 44 1.2 115
Infantis 172 36 28 44 28 44 29 7.6 1 49 4 120
Hadar 6,6 56 116 1,9 0,8 102 26 74 25 2,7 3,6 116
Enteritidis 1,2 2 10,1 43,3 649 668 0O O 1,8 22 40,7 546
Outros 37 45,2 35,1 27,7 185 78,2 76,3 85,3 61,6 48,4

Total amostras 488 305 327 524 610 2254 312 462 916 528 1018 3236

Fonte: Tavechio et al., (1996)

Pesquisa de Salmonella spp. em ovos comerciais distribuidos em pontos
de venda em Campinas-SP revelou que, de 124 amostras compostas por 10 ovos
cada, 12 (9,6 %) e quatro (3,2 %) foram positivas para Salmonella spp. na casca e
na gema, respectivamente, e que o Unico sorotipo identificado foi Salmonella
Enteritidis (OLIVEIRA & SILVA, 2000).

Levantamentos realizados no Brasil, em 2001, mostraram que a
Salmonella Enteritidis em material avicola € o principal sorotipo responsavel pelas
infeccbes humanas. As carcacas de frangos apresentam altas taxas de

contaminacdo por Salmonella Enteritidis, mas os ovos e seus derivados,
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principalmente a maionese caseira, SA0 0S principais responsaveis pelos surtos
humanos (SILVA & DUARTE, 2002).

SILVA (2005) reforcou que Salmonella spp. em frangos, exceto 0s
sorotipos espécie-especificos, geralmente ndo estd relacionada a perdas de

produtividade na criacéo.

O consumo da carne de frango é conhecido como uma das maiores
fontes de infeccbes alimentares em humanos (FITZGERALD et al., 2001). As
carcacas frescas de aves sdo frequentemente contaminadas durante o abate,
representando uma ameaca a saude publica, se ndo manuseadas adequadamente
na cozinha (SNOEYENBOS, 1991).

REZENDE (2002) detectou 75 % dos lotes de frango de corte de
agroindustrias goianas positivos para a Salmonella spp., o que de certa forma traz
preocupacdo para as producOes alternativas, ja que pesquisas nao tém sido
conduzidas nessas criacdes e nelas os desafios por agentes patogénicos talvez

sejam maiores.

PEREIRA et al. (1999) isolaram trés cepas (2,83 %) de Salmonella
Enteritidis, de amostras de suabes cloacais de 106 frangos de corte, em quatro
unidades de criacao industrial, do Estado do Rio de Janeiro, sendo as trés amostras
originarias de uma unica unidade de criacdo. Esses autores analisaram o sistema de
criagdo dessas aves e apontaram o0 piso de chdo batido como o possivel

responsavel pela méa condi¢cdo sanitaria do ambiente.

CARVALHO & CORTEZ (2003), pesquisando a qualidade microbioldgica
da carne de aves e seus produtos no que se refere a presenca de Campylobacter
jejuni e Salmonella spp., encontraram 17 amostras, ou seja, (32,6 %) contaminadas
por Campylobacter jejuni e 15 (28,8 %) por Salmonella spp. em 52 amostras
analisadas, mostrando que o homem corre o risco de sofrer toxinfecgao alimentar,

mesmo adquirindo produtos industrializados.

CARDOSO et al. (2006) pesquisando enterobactérias em carcacas de
frango de estabelecimentos comerciais de Fortaleza-CE, constataram que, de 51

carcagas examinadas, 11,8 % estavam contaminadas com Salmonella spp.
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O uso de antimicrobianos pode selecionar bactérias resistentes no
ecossistema de uso (SILVA e DUARTE, 2002). Patdbgenos humanos e genes de
resisténcia podem passar entre humanos, animais e outros ecossistemas, via
contato com animais ou através do consumo de alimento ou agua contaminada
(KELLEY et al., 1998).

O uso indiscriminado de agentes antimicrobianos na alimentacdo de
animais de producdo tem contribuido para a ocorréncia da resisténcia bacteriana,
incluindo patégenos zoondticos, os quais podem ser transmitidos ao homem através
da cadeia alimentar (AARESTRUP, 1999; TOLLEFSON & MILLER, 2000). Muitas
drogas podem ser usadas tanto terapeuticamente quanto profilaticamente ou como
promotoras de crescimento (aditivos alimentares). Apesar da legislagao e do controle
do uso total de antimicrobianos na alimentacdo de animais de produg¢éo, nos ultimos
anos, tem sido significativo o aumento da ocorréncia de resisténcia de Salmonella
spp. nos paises desenvolvidos (THRELFALL, 2002).

ELBOUX et al. (2002) citam que houve um aumento de resisténcia de
Salmonella spp. ao &cido nalidixico e cefoxitina comparado com amostras de
Salmonella spp. isoladas h4 mais de 10 anos. Estudos realizados em Portugal
mostraram que 60 % dos produtos avicolas analisados estavam contaminados com
Salmonella spp. de diferentes sorotipos, sendo a Salmonella Enteritidis o mais
prevalente, e que 75 % desses isolados, foram resistentes a um ou mais agentes
antimicrobianos, sendo mais freqiiente a resisténcia ao acido nalidixico (ANTUNES
et al., 2003).

Desde o inicio dos anos 90 tem sido dramatico o aumento da ocorréncia
de amostras de Salmonella spp. com mudltipla resisténcia as drogas antimicrobianas,
em muitos paises desenvolvidos, principalmente, amostras de Salmonella
Typhimurium fagotipo 104 que, agora, parece ter uma distribuicAo mundial
(THREFALL, 2002). A resisténcia das salmonelas que causam zoonoses as drogas
antimicrobianas € uma consequéncia indesejavel, mas talvez inevitavel do uso de

antimicrobianos na alimentag&o animal.

OLIVEIRA et al. (2006) pesquisando a sensibilidade de Salmonella spp.
isolada de carcagas de frangos comercializados no Estado do Ceara, encontraram
Salmonella spp. em 11.8 % das carcagas examinadas. Foram identificados trés
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sorotipos: Salmonella Enteritidis (50 %); Salmonella Panama (33 %) e Salmonella
Newport (17 %). No teste de sensibilidade 100 % das amostras de Salmonella spp.

iIsoladas apresentaram resisténcia a Ampicilina e Tetracilcina.

Em virtude dos ovos de galinhas serem importantes fontes de proteinas e
terem custo relativamente baixo, existe grande tendéncia para o aumento do seu
consumo pelo homem, e, por essa razdo, a contaminacao dos ovos, particularmente,
com salmonelas toxigénicas, vem ganhando consideravel significado em saude
publica, devido ao relato de ocorréncia de toxinfec¢des alimentares, em decorréncia
do consumo de ovos processados em refeitorios e cozinhas industriais (BEZERRA,
1995).

2.6 Métodos de Diagnostico

A tendéncia ao menor consumo de carnes vermelhas pela populacédo e o
auge das comidas rapidas tém impulsionado a busca por produtos, a base de carne
de frango, prontos para o consumo. Para assegurar a inocuidade desses produtos é
necessario realizar controles microbiolégicos com métodos rapidos, eficientes e
sensiveis (VIORA & ANSELMO, 1999).

O diagnéstico das infeccbes por Salmonella spp. € realizado através do
isolamento e identificacdo do agente (CAMPOS, 2002), podendo ser
complementado através do historico, sinais clinicos, lesées e mortalidade
(MACHADO, 2000).

O método classico de cultivo, apesar de muito laborioso e demorado,
adequa-se muito bem frente aos mais de 2200 sorotipos existentes. Para pesquisa
de Salmonella spp. em alimentos, o método recomendado pelo Bacteriological
Analytical Manual (BAM), American Public Health Association (APHA), Associacéo
Brasileira de Normas Técnicas (ABTN) e Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) € o método classico de cultivo, desenvolvido com a
finalidade de garantir a deteccdo desse microrganismo, mesmo em alimentos que

apresentem situacdes extremamente desfavoraveis para o seu desenvolvimento,
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como alimentos com microbiota competidora muito maior que a populacdo de
Salmonella spp., alimentos em que as células se encontrem em numero muito
reduzido e/ou alimentos em que as células se encontrem injuriadas pela técnica da
preservagado, como a aplicacao de calor, congelamento, secagem, salga, cura, entre
outros (ECKNER et al., 1992).

O Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA - Portaria n° 193),
criado pelo MAPA, adotou normas que considerou importantes para tentar prevenir
ou controlar a presenca de Salmonella em aves e produtos alimenticios de origem
aviaria (PNSA - Portaria n° 8). Essas normas contém recomendagdes sobre a rotina

bacteriologica para a pesquisa de Salmonella (NASCIMENTO et al., 2000).

A escolha do método laboratorial adequado é pré-requisito essencial para
o isolamento de qualguer microrganismo, pois ha diversos fatores que podem afetar
os resultados do isolamento de bactérias pertencentes ao género Salmonella
(ALBUQUERQUE et al., 2000).

Segundo NAVARRO (1994), a deteccao e identificacdo adequada de
Salmonella Enteritidis sado partes fundamentais no controle e prevencgéo da infeccao.
A identificacdo rapida e precisa ajudarda na erradicacdo, mediante a destruicdo
oportuna das aves infectadas, na implementacao de medidas de controle em lotes
infectados e na prevenc@o em lotes susceptiveis. Dessa forma, deve-se detectar a
presenca de Salmonella spp. no meio ambiente (cama), nas aves (6rgaos internos) e
em amostras de ovos frescos ou embrionados, sendo esta a forma mais direta para
demonstrar que um lote de aves esta transmitindo a Salmonella spp. através dos
ovos. Entretanto, as pesquisas de Salmonella spp. em ovos nem sempre logram
sucesso de isolamento (BEZERRA, 1995), pois a eliminacdo das bactérias nas fezes
€ intermitente, e por essa razdo, teremos resultados negativos ou baixissimos de
isolamento bacteriano, a partir da casca ou do conteudo do ovo (HUMPHREY et al.,
1989).

Os métodos para o isolamento e identificacdo da Salmonella spp. de
acordo com ISO 6579 (1993), obedecem as seguintes etapas: pré-enriguecimento;
enriguecimento em caldo seletivo; plaqueamento e identificacdo presuntiva,;
confirmacdo bioquimica (LOGUERCIO et al., 2002); classificacdo sorologica e

sorotipagem.
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A selecdo dos meios de cultura e metodologia de preparo e cultivo das
amostras varia de acordo com a fonte consultada, visando sempre, no entanto, obter
as melhores condicdes de isolamento, frente aos diferentes tipos de amostras
(HAJDENWURCEL, 1997).

O pré-enriguecimento, geralmente, é empregado na analise de material
desidratado ou quando é necessario para viabilizar o inicio da pesquisa da bactéria
(NASCIMENTO et al., 2000), objetivando recuperar as células de Salmonella spp.
que, normalmente, estdo presentes em pequenas quantidades e em condi¢bes
debilitadas nos alimentos processados. Foi demonstrado que o pré-enriquecimento
de amostras avicolas e amostras do ambiente avicola aumentam a recuperacao de
Salmonella spp. de 10 para 25 % (THOMASON et al., 1977, THOMASON & DODD,
1978). As demais etapas da sequéncia bacterioldgica sdo elementares.

O enriguecimento e o plaqueamento sao as etapas com maior niumero de
possibilidades de meios de cultivo (FLOWERS et al., 1992; WRAY & DAVIES, 1994),
pois essas etapas devem auxiliar no desenvolvimento e recuperacgdo da bactéria, ao
mesmo tempo em que devem impedir o desenvolvimento de microrganismos

competidores.

O enriquecimento em caldo seletivo tem como objetivo inibir a
multiplicagdo da microbiota acompanhante e promover a elevacao preferencial do
namero de células de Salmonella spp. Nessa etapa recomenda-se a utilizacdo de
dois meios de enriquecimento, porque a resisténcia de Salmonella spp. aos agentes
seletivos varia de cepa para cepa. Os meios de enriguecimento mais comuns Sao 0s
caldos Selenito Cistina (SC), Tetrationato (T), Rappaport-Vassiliadis (RV) e seus
derivados acrescidos, ou ndo, de Novobiocina (NASCIMENTO et al., 2000).

BARBOSA et al. (1999) realizaram estudos comparando métodos para o
isolamento de Salmonella em carcacas de frangos e observaram que houve um
maior numero de amostras positivas quando utilizaram como meio de

enriquecimento caldo SC e T, em relacdo ao caldo RV.

ALBUQUERQUE et al. (1995), comparando diferentes meios de cultura
para o isolamento de Salmonella spp. em matérias primas e ra¢des, observaram

que, em amostras naturalmente contaminadas, o caldo de enriquecimento T foi
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superior aos caldos SC e RV e que a temperatura de 42°C foi vantajosa em relacéo

a 37°C para o crescimento bacteriano.

Segundo MICHAEL et al. (2003), o caldo RV, como enriquecimento
seletivo, é superior ao caldo SC para obter isolamento de Salmonella spp. PAIVA et
al. (2006), em estudo comparativo das etapas de pré-enriguecimento e
enriguecimento direto de amostras de fezes armazenadas por 24 e 96 horas, para
isolamento de Salmonella spp., concluiram que o caldo RV mostrou-se

estatisticamente superior (p > 0,05) aos caldos SC e T.

Alguns autores afirmam que melhor que os resultados apresentados de
superioridade de um caldo sobre outro € a utilizacdo combinada de mais de um
deles (SMYSER & SNOEYENBOS, 1969; EDWARD & EWING, 1972;
NASCIMENTO et al., 2000).

O plagueamento seletivo diferencial visa promover o desenvolvimento
preferencial de col6nias de Salmonella spp., com caracteristicas tipicas que as
diferenciem dos microrganismos competidores, recomendando-se que seja feito em
mais de um tipo de meio de cultura (SILVA et al., 1997). Os meios de cultivo para
plagueamento s&o muitos e os mais comuns s&o Agar Verde Brilhante (VB), Agar de
MacConkey (MC), Agar Salmonella-Shigella (SS), Agar de Hektoen (HE) e Agar
Xilose Lactose Desoxicolato (XLD) (NASCIMENTO et al., 2000). O Agar MC é
considerado o meio que oferece menores chances de isolar Salmonella (FLOWERS
et al., 1992), mas BERCHIERI JUNIOR et al. (1984) afirmaram que seu rendimento &
similar ao observado no Agar VB.

Muitos autores afirmam que ndo € possivel estabelecer qual seria o0 meio
de plaqueamento ideal para utilizacdo no isolamento de Salmonella spp. (YUNO et
al., 1995; PETERSEN, 1997; NASCIMENTO et al., 2000).

O isolamento e a identificacdo de Salmonella sdo processos demorados
devido ao tempo necesséario para obtencdo dos resultados, sendo um dia para a
etapa de enriquecimento seletivo, além de dois a trés dias para as etapas de
isolamento em &gar seletivo, identificacdo bioquimica e confirmacdo com testes
sorolégicos (CARDOSO & TESSARI, 2004).
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Do ponto de vista estritamente bacteriolégico, o conhecimento da
prevaléncia de sorotipos de Salmonella spp., numa determinada fonte de infec¢éo
ou regido geografica, propicia uma economia de tempo e de material empregados no
diagnostico das estruturas antigénicas, por parte de laboratérios locais (HOFER et
al., 1997).

O monitoramento, através de exames bacterioldgicos e sorolégicos, é
imprescindivel para detectar a presenca de Salmonella spp. para avaliar o resultado
do programa de controle, pois demonstra a auséncia de salmonelas na propriedade
avicola ou o0 momento em que ocorreu a infeccao do plantel e a sua disseminacao
(BERCHIERI JUNIOR, 1999). Os 6rgédos de predilecdo para o isolamento de
Salmonella sdo o baco, figado, coragdo, conteudo intestinal, saco da gema, medula
0ssea, pulméo e locais lesionados, como a articulacdo (artrite) e 0s sacos aéreos
(aerossaculite) (BERCHIERI JUNIOR, 2000).

Os cultivos bacteriolégicos de amostras de ambiente, obtidas de fossas
de excretas e bandejas transportadoras de ovos, tém sido os métodos principais de
amostragem em programas para identificar lotes de postura comercial que foram
contaminados com Salmonella Enteritidis, representando, dessa forma, um risco de
produzir ovos infectados. O pé e aerossoéis podem carrear bactérias e dessa forma, a
amostragem do ar oferece uma alternativa potencialmente eficiente e de baixo custo
para detectar Salmonella Enteritidis em galpdes avicolas (GAST et al., 2004a). Os
filtros do sistema de ventilagcdo dos galpdes avicolas também tém sido usados com
sucesso como amostras para detectar a presenca de Salmonella spp. (KWON et al.,
2000; 2000a).

Os métodos laboratoriais convencionais para isolamento e identificacdo
de Salmonella spp. requerem de trés a cinco dias para obtencdo de resultado
negativo e até sete dias ou mais para confirmar um resultado positivo (NAVARRO,
1994). Segundo ANON (1993), os métodos de cultivos atuais sdo laboriosos e
consomem muito tempo, requerendo pré-enriquecimento, enriqguecimento seletivo,

plagueamento indicativo e sorobiotipagem.

A prevencdo de Salmonella spp. € importante tanto para a saude das
aves quanto para a industria de alimentos e pode ser realizada através de

programas rapidos e minuciosos de monitoramento (EYIGOR & CARLI, 2003).
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A necessidade de métodos mais rapidos e menos laboriosos de deteccao
tem levado a avancos significativos o desenvolvimento de pesquisa e a
comercializacdo de “kits” de diagnosticos baseados em técnicas sorologicas,
imunoabsorvancia enzimatica, hibridizacdo de acidos nucléicos, entre outras
(D'AOUST et al., 1993).

Os modelos de infeccdo experimental sdo ferramentas valiosas para
entender e prevenir a deposicdo de Salmonella Enteritidis no interior dos ovos.
Acredita-se que a inoculacdo oral seja semelhante as infec¢Bes naturais das aves.
Estudos de infec¢bes orais, porém, tém gerado com frequiéncia niveis relativamente
baixos de contaminacdo dos ovos. GAST et al. (2003), avaliando se passagens
repetidas in vivo de uma cepa de Salmonella Enteritidis afetaria sua capacidade para
contaminar ovos de poedeiras infectadas experimentalmente, concluiram que a
Salmonella Enteritidis, reisolada a partir de ovarios e ovidutos, induziu um aumento
significativo na contaminacdo de ovos (16,97 %), em comparacdo com a cepa
original (8,27 %).

Uma das formas mais largamente aceita de amostragem em granjas
avicolas, para pesquisa de Salmonella spp., € o0 método do suabe de arrasto, por ser
muito prético, ter custo eficaz e talvez ser o método mais sensivel na detec¢cédo de
Salmonella spp., quando comparado a outros métodos (KINGSTON, 1981; OPARA
et al., 1992).

Em criacdes avicolas, a transmisséo vertical de Salmonella spp., pode ser
confirmada pelas analises de forros de caixa de transporte (ROCHA et al., 2003).
ZANCAN et al. (2000) isolaram Salmonella spp. (44,45 %) em caixas de transporte
de cinco granjas de poedeiras em seis analisadas, bem como GAMA et al. (2003)
que, pesquisando Salmonella spp. em caixas de transporte de 12 lotes de poedeiras,
isolaram Salmonella Enteritidis em quatro lotes (33,3 %). ROCHA et al. (2003),
estudando caixas de transporte de 18 lotes de poedeiras, em trés empresas
diferentes, observaram que, de 180 amostras, 20 foram positivas para Salmonella

spp., representando um percentual de 11 %.

GAMA (2001), estudando galinhas destinadas a postura comercial, desde
a chegada do lote de pintainhas até a fase de producao, verificou que a transmissao

vertical continua sendo uma importante via de introducdo de salmonelas paratificas
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nas granjas e que lotes de aves naturalmente infectadas produziram ovos
contaminados. Alguns autores, porém, afirmam que nao existe nenhuma correlacéo
entre a eliminagéo de Salmonella spp. nas fezes e a freqiiéncia de contaminagéo do
ovo (GAST et al., 2005).

Testes soroldgicos sao recomendados para deteccdo de aves portadoras
de Salmonella spp. ou que sofreram infec¢des prévias e, por esta razdo, apresentam
anticorpos séricos (NICHOLAS et al., 1990), pois uma consequéncia da invasao dos
orgaos por Salmonella Enteritidis € a resposta imune da ave infectada que produz
anticorpos tanto do tipo IgG como de IgM podendo persistir por longos periodos no
organismo das aves. Para medir a resposta de anticorpos, existem diversas provas,
tais como: aglutinacdo rédpida em placas com sangue total e soro (SAR),
microaglutinacdo e ELISA (imunoensaio com enzimas associadas) (NAVARRO,
1994).

RODRIGUES (2003), pesquisando a presenca de Salmonella spp. em
poedeiras, oriundas de pequenos produtores do Rio Grande do Sul, detectou baixo
namero aves positivas em SAR, quando comparado ao suabe de cloaca, provando

gue a SAR s6 pode ser usada como teste de triagem.

A determinacdo do status imune no soro e ovos das aves, pelo ELISA,
tem sido considerada um método potencial para predizer status de infecgdo por
Salmonella Enteritidis (GAST et al.,, 1997). Devido as altas concentracdes de IgG
circulantes persistindo por varios meses, seguindo a infeccdo com Salmonella
(HASSAN et al., 1990; NICHOLAS et al., 1991), o ELISA pode cobrir o problema da
deteccdo da infeccdo, devido a excregdo fecal intermitente de Salmonella spp. O
primeiro imunoensaio para Salmonella spp. foi realizado em 1977, e desde entéo,
varios ELISA tém sido desenvolvidos, usando-se tanto anticorpos policlonais quanto
monoclonais para detectar a maioria dos sorotipos de Salmonella spp. (LOGUERCIO
et al., 2002).

Atualmente, existem novas técnicas disponiveis comercialmente, que
apresentam sensibilidade e especificidade iguais ou superiores as técnicas
convencionais e que podem demonstrar um resultado negativo em apenas dois dias
(BAILEY & COX, 1992), como o ELISA (MALLINSON et al., 1989), sondas de DNA
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radioativas ou colorimétricas (HASAN et al.,, 1991) e técnicas de imunodifusao
(BAILEY & COX, 1991).

O teste soroldgico de rotina empregado para fazer triagem em lotes de
aves € a SAR por ser um método rapido, barato e efetivo na detecgdo de infecgcbes
causadas por Salmonella Pullorum, mesmo podendo apresentar reacdes falso-
positivas (HANENBERG, 1994).

Para CHART et al. (1990), o ELISA possui sensibilidade superior (98 %) a
prova de aglutinacdo (88 %). Para OPITZ et al. (1994), por sua vez, o ELISA
apresenta especificidade e sensibilidade de 99,5 % e 95,5 %, respectivamente, em
aves livres de patdgenos especificos infectadas no primeiro dia de vida e
examinadas sorologicamente das 14 as 46 semanas de idade. Além dessas duas
perspectivas teoricas, LOGUERCIO et al. (2002) compararam um teste de ELISA
baseado em um anticorpo monoclonal especifico para uma proteina de membrana
externa de Salmonella Enteritidis com o método de cultivo tradicional na deteccao de
Salmonella spp. em 110 amostras de linglica suina frescal no qual o ELISA revelou
sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivos e negativos de 100 %, 98
%, 87 % e 100 %, respectivamente, indicando que o teste imunoldgico foi bastante
eficaz na determinacdo de Salmonella spp. Ainda sobre o ELISA, TAN et al. (1997)
utiizando anticorpo monoclonal e, na cultura, o meio semi-sélido Rappaport
Vassiliadis modificado (MSRV) para deteccdo de Salmonella spp. em galinhas,
verificaram que o limite de deteccdo no ELISA foi superior ao MSRYV, apresentando
sensibilidade de 92,9 % e especificidade de 96,7 %.

IBA et al. (1993) desenvolveram um ELISA indireto para detectar
portadores de infeccdo por Salmonella Gallinarum e Salmonella Pullorum, o qual
mostrou boa correlacdo entre os testes realizados com gema e soro de uma mesma
ave, havendo correspondéncia entre o teste de pulorose (SAR) e o ELISA, sendo
gue os resultados falso-positivos obtidos pelo teste de pulorose séo eliminados pelo

método imunoenzimatico.

BEZERRA (1995) utilizou a gema de ovo para pesquisar anticorpos contra
Salmonella spp., com o teste de ELISA, representando, dessa forma, uma alternativa
ao uso de sangue total ou soro de aves, por diminuir o “stress” em virtude do

manuseio excessivo dessas aves.
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Mais recentemente, estdo sendo desenvolvidas técnicas como a reacao
em cadeia de polimerase (PCR) que reduzem o tempo para um resultado negativo a
um dia ou menos (COHEN et al., 1994). WHYTE et al. (2002) afirmaram que o teste
de PCR para detectar Salmonella spp. em carne de frango apresentou sensibilidade
e especificidade superiores ao método de cultura tradicional e que a incorporacao do
teste de PCR, em conjunto com métodos padrdes de cultura, pode ser efetiva para
demonstrar um perfil mais fiel da prevaléncia desse patdégeno em carcagas de
frango. A sensibilidade aumentada do teste de PCR, em comparacao com técnicas
de cultura, tem sido relatada (BENNET et al.,, 1998; RYCHILIK et al., 1999;
AMAVISIT et al.,, 2001), sendo atribuida ao fato de o PCR poder detectar a
sequéncia alvo, sem levar em conta o crescimento potencial da célula alvo (WHYTE
et al., 2002).

2.7 Controle

O sucesso no controle da Salmonella spp. na indudstria avicola esta
diretamente relacionado a elaboracdo e execucdo de um programa de controle
integral e aplicavel, dirigido e realizado em todos os niveis da cadeia de producéo
(fabrica de racdo, reprodutoras, incubatérios, granjas de producdo comercial,
abatedouros e manejo do produto acabado, incluindo a cozinha da dona de casa)
(HINTON, 1988; LOZANO, 1996). TESSARI et al. (2003) afirmaram que as
salmoneloses necessitam de um cuidadoso programa de prevencdo e controle que

deve contemplar medidas que possam evitar a transmissao vertical e horizontal.

Diversas estratégias de reducdo de risco tém sido recomendadas e
incorporadas em programas de controle de qualidade microbiol6gicos nacionais e
regionais para ovos (HOGUE et al., 1998). A implementacdo de um programa para
assegurar a qualidade microbiolégica das cascas dos ovos tem sido associada com
a reducdo na frequéncia de isolamentos de Salmonella Enteritidis em granjas
avicolas, na Pensilvania (WHITE et al., 1997). POPPE et al. (1998) validaram

microbiologicamente o controle dos pontos criticos como a classificacao
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macroscopica de ovos sujos e trincados, pois o0 “pool” de ovos trincados e sujos foi

mais frequentemente contaminado com Salmonella spp.

ANDRADE (2005) avaliando o efeito da sanitizacdo da casca com
quatenérios de amobnia e da via de inoculagdo no isolamento da Salmonella
Enteritidis fagotipo 4, em ovos embrionados, de duas linhagens de frango de corte
concluiram que a eclodibilidade total e dos ovos férteis inoculados na casca nao foi
afetada pela Salmonella Enteritidis tanto na linhagem Ross como na ISA Label,
embora o0 agente infeccioso estivesse presente durante todo o processo. Por outro
lado, a eclodibilidade foi afetada quando a via de inoculagcdo foi a cavidade
alantéide. Ao final da incubacdo, a Salmonella Enteritids propiciou aumento da
mortalidade embrionéria (P<0,05) para as linhagens Ross e ISA Label de 17,02 % e
13,04 %, respectivamente, o que resultou naturalmente em menores taxas de
eclodibilidade de ovos férteis (68,01 % e 67,39 %) e de ovos totais (64 % e 65,59 %)
para aves Ross e ISA Label. A sanitizacdo dos ovos com compostos quaternarios de
amonia (1.000 ppm) e posteriormente inoculacdo com Salmonella Eneritidis ndo

impediu a contaminacao da casca e a sua penetracao nas membranas da casca.

Segundo GREIN et al. (1997 apud RIBEIRO, 2004), na Suécia, o fator
mais importante na prevencao da contaminacdo por Salmonella spp. é o controle de
aves importadas. As aves devem possuir certificado de origem que garanta que elas
sao livres de Salmonella spp. e, apos ingresso, sofrem quarentena durante 15
semanas, periodo no qual sdo submetidas a quatro exames bacteriolégicos. Caso 0
microrganismo seja isolado, as aves sao sacrificadas. Dessa forma, naquele pais, 0s

ovos e poedeiras estdo livres de Salmonella spp., devido a introdugcdo de

regulamentos governamentais desde 1961.

A contaminacéo externa da casca do ovo é importante para determinacao
de sua vida-de-prateleira e para a seguranca dos consumidores (SCHOWNI et al.,
1995). Na tentativa de reduzir problemas decorrentes da contaminagao por
microrganismos patogénicos e/ou deteriorantes, 0s o0vos sao submetidos a
processos como a lavagem da casca e pasteurizacdo. Recentemente, varios
estudos tém mostrado que alguns agentes quimicos utilizados na lavagem dos ovos
podem causar danos fisicos ao produto, facilitando, inclusive, a entrada de bactérias
patogénicas através da casca (HUTCHISON et al., 2004). ARAGON-ALEGRO et al.
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(2005) avaliaram a eficiéncia da lavagem dos ovos, anteriormente a quebra, na
reducdo da contaminacdo de ovo liquido por Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, e Salmonella spp. e seu efeito sobre a populacdo de
microrganismos aerébicos e concluiram que o emprego ou ndo, da etapa de
lavagem nao tem influéncia na qualidade microbiologica do produto final, desde que

a matéria-prima apresente boa qualidade.

Na industria de alimentos o ovo - pasteurizado, congelado ou desidratado
- é utilizado preferencialmente ao ovo em casca, pois, além do sabor, cor, valor
nutritivo e propriedades funcionais serem comparaveis aos do ovo in natura,
apresenta vantagens operacionais, como melhor qualidade, estabilidade e
uniformidade, economia de mao-de-obra, menor espaco para armazenamento e
facilidade para medir as por¢des. O ovo liquido € utilizado na fabricacdo de varios
alimentos como bolos, merengues, produtos de confeitaria e embutidos (BARON et
al., 2004).

A refrigeracdo dos ovos durante transporte e estocagem, em ambiente
com temperatura de 7°C, tem sido proposta e instituida como uma temperatura
média para prevenir que numeros iniciais pequenos de contaminacdo por
Salmonella Enteritidis multipliquem-se para niveis que causem mais facilmente
doenca em humanos (USDA, 1998; President’'s Council on Food Safety, 1999).
CURTIS et al. (1995) e THOMPSON et al. (2000) afirmam que a tecnologia
convencional de refrigeracdo pode requerer varios dias para baixar a temperatura

interna do ovo, suficientemente para restringir o crescimento bacteriano.

As medidas gerais de biosseguranca, higiene e limpeza sao
extremamente importantes: Adquirir aves de um dia livres de Salmonella Enteritidis
ou de qualquer outro sorotipo e de antimicrobianos; evitar passaros, animais de
estimacdo, criacdes multiplas (aves, suinos, bovinos e peixes), aves de mdultiplas
idades; dar destino correto aos dejetos dos galpdes e animais mortos; aplicar o vazio
sanitario, controlar moscas e roedores, veiculos que entram em propriedades
avicolas, como aqueles que transportam fezes, ovos e aves, devendo ser limpos
antes de entrar na propriedade, lembrando que a matéria organica pode prejudicar a
acao dos desinfetantes (BERCHIERI JUNIOR, 1999).
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Segundo GAST (1997), o primeiro passo para prevenir a introducdo de
Salmonella spp. em granjas é evitar a transmissao vertical. Portanto, qualquer falha
no programa de biosseguridade levar4d a uma contaminagdo da progénie. Assim,
lotes livres de contaminacdo dependem de um controle rigido e eficaz dentro dos
programas sanitarios de matrizes que reflete, de forma positiva, na saude dos
pintinhos (TESSARI et al., 2003; ROCHA et al., 2003).

Processos que previnam a aderéncia das bactérias sdo eficazes em
reduzir a colonizacdo por patdgenos, nos segmentos do trato intestinal, como:
promover a quebra dos mecanismos que sintetizam o glicocalix, principalmente pela
inibicdo da polimerase bacteriana que estabelece os elos das ligacbes no
polissacaride; desenvolver compostos que ocupem e blogueiem o loco ativo de acéo
da lectina, que liga o glicocalix da bactéria com o do enterdcito e estabelecer
bloqueio dos receptores nas células hospedeiras, evitando, assim, a ligacdo do
glicocalix bacteriano com o glicocalix do enterdcito (MACARI & MAIORKA, 2000).

A reducéo da ocorréncia de infeccbes por Salmonella Enteritidis em lotes
de poedeiras comerciais tem sido um importante objetivo em Saude Publica
(HOGUE et al., 1997).

O programa de controle para as salmonelas especificas das aves
(Salmonella Pullorum e Salmonella Gallinarum) deve ser distinto do programa de
controle para as paratifdides (causadores das desordens alimentares dos humanos).
Dessa forma, para o programa de controle das paratifoides, deve-se dar importancia
aos seguintes itens: piramide da cria (eliminar Salmonella spp. das reprodutoras de
elite); programa de biosseguridade (incluindo pessoal de manejo, movimentacdo dos
equipamentos, limpeza, desinfeccdo, controle de ratos e insetos); racdo (é uma parte
critica do programa); cama (observar a umidade da mesma, pois influencia o nivel
de multiplicacdo de Salmonella spp.); agua (pode ser fonte de Salmonella spp. que
chega ao galpdo e meio de distribuicdo dentro do galpdo. Dessa forma, deve-se
clorar a agua com 3-5 ppm); educacao do pessoal, trabalhadores e qualquer pessoa
qgue entre nas instalacdes (passo mais importante da implementacdo do programa
de controle) e programa de intervencdo (isolamento de Salmonella spp.,

antibiograma do isolamento, uso de antibiéticos apropriados, restabelecimento da
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flora intestinal normal e limpeza do ambiente com uso de bacterina autdgena)
(HOFACRE, 1998).

De acordo com BARROW (1999), a maior necessidade do controle de
salmonelas paratificas recai sobre aves jovens, pois, quando recém-eclodidas,
apresentam uma imaturidade no sistema imunoldgico, ndo estando formada sua

microbiota intestinal.

Segundo CERVANTES (1994), o controle de Salmonella spp. em
reprodutoras pesadas é bastante complexo porque demanda esforco e dedicacgéo
suprema, por parte de todo o pessoal, para cumprir com seu objetivo de reduzir a

incidéncia de Salmonella spp. ao minimo possivel, nas reprodutoras e sua progénie.

CERUTTI (1991) recomenda que se faca, mensalmente, uma
amostragem de pintos oriundos de cada um dos lotes de matrizes em nascimento,
no més, para pesquisa de Salmonella spp., em um “pool” de saco vitelino, para
complementar o programa de controle de qualidade. A avaliacdo das aves no
primeiro dia de vida € muito importante para se detectar a transmissao vertical e 0
nivel de contaminagdo do lote e para se tomarem as medidas de controle
necessarias (O'BRIEN, 1988; MCILROY & MCCRAKEN, 1990).

Em 1995, o MAPA reforcou a legislacdo de controle de Salmonella
Enteritidis nas granjas avicolas, enfatizando o PNSA (BRASIL, 1995), porém sua

operacionalizacdo tem ficado muito aquém do desejado (SILVA & DUARTE, 2002).

Aves de produgdo nascem com uma microbiota intestinal incompleta ou
em formacdo (SLAVIN, 1995) e essa microbiota possui papel importante no
funcionamento intestinal, atuando como primeira defesa contra patégenos entéricos,
principalmente Salmonella Enteritidis, responsavel por relevantes problemas de

saude publica, bem como na sanidade dos plantéis avicolas (GOODWIN, 1989).

A exclusdo competitiva (cultura de Nurmi) consiste na inoculacdo de
pintos recém-nascidos com um complexo de bactérias que sdo habitantes normais
do intestino e que inibem acentuadamente a colonizagéo e infec¢do por Salmonella
spp. (SNOEYENBOS, 1991). O uso da exclusdo competitiva tem prevenido

efetivamente a colonizacdo de galinhas por Salmonella spp., especialmente quando
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microrganismos cecais indefinidos sdo dados aos pintinhos (BABA et al., 1991,
RANTALA & NURMI, 1973).

ANDREATTI FILHO et al. (1995) realizaram estudos sobre o controle da
infeccdo em aves por SE utilizando compostos organicos e exclusdo competitiva e
observaram que a microbiota cecal anaerdbica de aves, administrada isoladamente
ou em associacdo com lactose, reduz a quantidade de Salmonella Enteritidis no

figado, cecos e fezes.

Os probidticos (suplementos alimentares a base de microrganismos Vivos)
afetam beneficamente o animal hospedeiro, promovendo o balango da microbiota
intestinal (FULLER, 1989), sendo mais utilizados os dos géneros Lactobacillus,
Bifidobacterium, Enterococcus, Streptococcus, Bacillus e as leveduras (ROSTAGNO
et al., 1999). Os probidticos usados em avicultura possuem duas acdes benéficas
principais, que s&o: melhorar os indices zooecondémicos (maior produtividade,
aumento no ganho de peso e melhor converséao alimentar) e reduzir a colonizacao

intestinal por alguns patégenos, como as salmonelas (SILVA, 2000).

Diversos estudos indicam que a contaminacdo da racdo tem um alto
impacto na incidéncia de colonizacdo do ceco por Salmonella (RICHARDSON,
2005). GAMA (2001) isolou, em fezes de poedeiras, Salmonella enterica cepa
rugosa e atribuiu essa infeccdo ao consumo de ragdo contaminada, porém SILVA &
DUARTE (2002) afirmam que as ragbes e matérias-primas de origem animal
parecem nao ser tdo importantes na perpetuacdo do problema de Salmonella
Enteritidis. Os roedores, porém, parecem ser reservatorios ambientais importantes
de Salmonella Enteritidis em granjas contaminadas. Os reservatérios ambientais,
como galpdes avicolas e roedores, tém grande importdncia na introducdo e
perpetuacdo de infeccdo por Salmonella Enteritidis em lotes de poedeiras comerciais
(HENZLER & OPTIZ, 1992; DAVIES & WRAY, 1995; 1996).

A reducdo da colonizacéo intestinal por Salmonella Enteritidis, durante o
periodo de crescimento, € crucial para conferir seguranca aos ovos, minimizar
perdas econOémicas e reduzir os surtos de salmonelose humana (KASSAIFY &
MINE, 2004).
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A eliminacdo ou prevencdo de Salmonella Enteritidis em frangos e em
outras aves domeésticas, especialmente em lotes de poedeiras comerciais (USDA,
1988), antes do processamento, aumentara as chances desses produtos serem
livres de Salmonella Enteritidis (STERN et al., 2001).

KASSAIFY & MINE (2004), estudando o efeito do suplemento alimentar
proteico, na prevencdo de infeccdo de Salmonella Enteritidis, em poedeiras
comerciais, concluiram que, a gema do ovo contém componentes anti-aderentes ou
imunomoduladores que podem atuar para prevenir a infeccdo com Salmonella
Enteritidis.

A presenca de salmonelas paratificas em propriedades avicolas tem sido
combatida com a utilizacdo de acidos organicos na racdo e com oferecimento de
produtos que aceleram o processo de instalagcdo da microbiota intestinal das aves.
Os éacidos organicos inibem o crescimento bacteriano pela reducéo do pH intestinal
(BARCELLOS et al., 2004), interferem com o metabolismo bacteriano pela reducgao
do pH citoplasmatico, bem como a inibicdo da acdo enziimética e da sintese de DNA
(VIEIRA & VIOLA, 2004).

A mistura dos acidos organicos formico e propibnico tem sido eficiente
para reduzir a presenca de Salmonella spp. na racdo e seus componentes
(BERCHIERI JUNIOR, 1999). A adicdo de &cidos organicos na agua de bebida
também é outra maneira de erradicar Salmonella spp. na industria avicola (BYRD et
al., 2001; KUBENA et al., 2005). As propriedades fisicas do alimento podem
influenciar o pH, as populacdes microbianas e os &cidos graxos volateis no trato
digestério dos frangos (ENGBERG et al., 2002).

O aperfeicoamento da bioseguridade e higiene, na industria avicola do
Reino Unido, e vacinagéo introduzida em meados de 1990 de maior parte de
poedeiras comerciais e matrizes pesadas, reduziram largamente incidentes
relatados de Salmonella Enteritidis, nas aves e em humanos (ANON, 2000).
Melhoramentos semelhantes também ocorreram em outros paises (WEGENER et
al., 2003; MARCUS et al., 2004; MUMMA et al., 2004), mas isso também tem sido
um significante reservatorio de infeccdo em lotes de poedeiras comerciais (ADAK &
GILLESPIE, 2004).
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Uma forma de controlar Salmonella spp. nas aves domésticas € através
da utilizacdo de vacinas vivas atenuadas. Amostras de Salmonella spp. atenuadas
podem ser usadas para prevenir colonizacdo por cepas selvagens (ZHANG-
BARBER et al., 1999). As pesquisas de vacina viva tém abordado as espécies de
Salmonella mais invasoras, como a Salmonella Typhimurium e Salmonella
Enteritidis, por serem 0s sorotipos principais para seguranca alimentar os quais
representam os contaminantes mais comuns de carne e ovos relacionados a doenca
humana. Existem varias vacinas vivas de Salmonella Typhimurium e Salmonella
Enteritidis disponiveis no mercado nos EUA. Muitas dessas vacinas retém alguma
habilidade para invadir os tecidos linféides, habitar temporariamente, induzindo uma
forte resposta imune sistémica (JAMES, 2000) que reduz ou elimina a invasao dos

tecidos pela amostra selvagem (CURTISS et al., 1989).

Vacinas de Salmonella spp. representam uma forma para reduzir taxas de
Salmonella spp. transportadas pelas aves domeésticas (TAN et al., 1997a). Alguns
pesquisadores mostraram que a vacinacgao foi protetora (ALDERTON et al., 1991,
COOPER et al., 1992), mas outros indicaram que nao foi efetiva (BARROW et al.,
1990).

O uso de vacinas especificas em poedeiras e reprodutoras tem se
mostrado uma ferramenta auxiliar no controle de Salmonella Enteritidis mas o
procedimento mais indicado para o controle de Salmonella Enteritidis na avicultura

esta na aquisicdo e producao de lotes livres do agente (SILVA & DUARTE, 2002).

HASSAN & CURTIS (1997) utilizaram uma vacina viva com a cepa

Salmonella Typhimurium X3%%°

, avirulenta, via oral, em poedeiras comerciais, as 02 e
04 semanas de idade e concluiram que a vacina preveniu a transmissao, por 11
semanas, de Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis para os ovos de

poedeiras vacinadas sem causar danos a producao de ovos.

Tem sido demonstrado que vacinas vivas de Salmonella spp. podem
gerar imunidade cruzada contra microrganismos do mesmo sorogrupo do esquema
de classificacdo de Kauffmann-White, CHACANA & TERZOLO (2006) sustentaram
gue uma vacina a base de Salmonella Enteritidis foi capaz de gerar imunizagao

cruzada contra Salmonella Gallinarum.
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CLIFTON-HADLEY et al. (2002) administraram vacina inativada contra
Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis em pintos no primeiro dia de vida e
as guatro semanas de idade, as oito semanas os mesmos foram desafiados. A
colonizacdo dos 6rgdos internos por Salmonella spp., das aves vacinadas, quando

comparadas as nao vacinadas, apresentou uma reducao significativa.

OKAMURA et al. (2007) em estudo comparativo de vacina inativada
bivalente de Salmonella para prevenir contaminag¢do do ovo com Salmonella enterica
sorotipos Enteritidis/Typhimurium e Gallinarum/Pullorum usando quatro diferentes
modelos de desafio, constataram que a vacina utilizada foi eficaz na redugcdo da
contaminacdo dos ovos com Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhimurium nos
modelos de desafios intravenoso e intraperitoneal e com Salmonella Pullorum no

desafio oral.

NAKAMURA et al. (2004) investigaram os efeitos da administracédo de
vacinas inativadas de Salmonella Enteritidis, antes da indu¢do da muda forgcada em
poedeiras comerciais, sobre a producdo de ovos e eliminacdo de Salmonella
Enteritidis, e o0s resultados mostraram que a vacinacdo pode ser efetiva na
prevencdo da exacerbacdo dos problemas de Salmonella Enteritidis em lotes

potencialmente expostos a contaminacao.

A administragdo intraperitoneal de linfocinas imunes de Salmonella
Enteritidis aumenta a resisténcia a invasao dos érgaos por Salmonella Enteritidis, em
pintos de um dia de idade (ZIPRIN & KOGUT, 1996). MCGRUDER et al. (1995)
mostraram que a administracdo preventiva de imunolinfocinas de Salmonella
Enteritidis, em pintos aos 30 minutos ou seis dias antes do desafio, causou uma

reducao significativa na invasao dos orgaos por Salmonella Enteritidis.

Recentemente, atencéo tem sido dada, devido a sua alta produtividade, a
lg Y, imunoglobulina da gema do ovo, obtida de poedeiras imunizadas, como outra
fonte de anticorpos (BARTZ et al., 1980; YOKOYAMA et al.,, 1998; MINE &
KOVACS-NOLAN, 2002).

SILVA & DUARTE (2002) afirmam que, no Brasil, existem varias
dificuldades associadas a erradicagdo de Salmonella Enteritidis em galinhas. Entre

elas, verifica-se o0 seguinte: a ocorréncia de Salmonella Enteritidis tem pouco ou
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nenhum impacto na produtividade das granjas; os programas de controle e
erradicacdo sdo complexos e de custo elevado; ha pouca consciéncia de que a
erradicacdo de Salmonella Enteritidis das granjas causara reducdo nos surtos
humanos e existe uma grande dificuldade dos organismos oficiais na

operacionalizacdo dos programas de controle e erradicacao.

A erradicacdo de Salmonella Enteritidis em propriedades avicolas €,
praticamente, impossivel, devido aos custos serem elevados, além do que néo
existe garantia de que todo o produto processado se encontrard livre de Salmonella
spp. (CERVANTES, 1994), mas pode-se trabalhar no sentido de minimizar sua
presenca nas granjas (BERCHIERI JUNIOR, 1999). Muitas propostas de estratégias
para reduzir o risco de transmissdo de Salmonella Enteritidis para humanos tém

enfatizado a importancia do controle da infeccdo em lotes de poedeiras comerciais.
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3 JUSTIFICATIVA

No Brasil, encontram-se relatos da presenca de Salmonella em carcacas
de frangos e alimentos preparados com ovos. Contudo, no Ceara, ndo obstante,
estudos epidemiolégicos envolvendo este género sdo pouco freqlentes,

principalmente nas aves destinadas a postura de ovos comerciais.

Em virtude do exposto, este trabalho teve como justificativa verificar a
presenca de Salmonella spp. em galinhas poedeiras e enterobactérias em amostras
de ovos destinados ao consumo humano coletados de empresas e supermercados
da Regido Metropolitana de Fortaleza-Ceara, desde a chegada do lote de pintinhas
nas granjas até a chegada dos ovos para 0 consumo em supermercados, com a
respectiva tipificacdo, com o intuito de estabelecer programas de controle sanitario

mais eficientes, para combater tal enfermidade.
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4 HIPOTESE CIENTIFICA

Os ovos sdao veiculadores de diversas bactérias, principalmente do género
Salmonella. Os lotes de poedeiras comerciais das empresas avicolas e 0s ovos para
consumo humanos das mesmas empresas, comercializados em diferentes
supermercados da Regido Metropolitana de Fortaleza estdo contaminados com

Salmonella spp.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Isolar e tipificar Salmonella spp., de caixas de transporte de pintinhas, fezes e
ovos, em lotes de galinhas poedeiras e enterobactérias em de ovos destinados ao

consumo humano da Regiao Metropolitana de Fortaleza-Ceara.

5.2 Objetivos Especificos

Conhecer o status sanitario referente a contaminacdo por Salmonella spp.
das pintinhas de postura, no momento da chegada nas granjas de postura comercial

da Regido Metropolitana de Fortaleza-Cear4;

Acompanhar a possivel contaminacdo dos lotes de postura comercial por
Salmonella spp. e verificar qual(s) fase(s) da producdo € mais susceptivel(s) a

contaminacao;

Determinar quais os sorotipos de Salmonella spp. prevalentes nas poedeiras

comerciais da Regiao Metropolitana de Fortaleza.

Verificar se os lotes positivos para Salmonella spp., na cultura de fezes,

apresentam contaminagéo dos ovos;

Avaliar as condi¢cdes sanitarias referentes a contaminacdo por Salmonella
spp., em ovos destinados ao consumo humano comercializados em diferentes

supermercados da Regido Metropolitana de Fortaleza;

Fazer um monitoramento microbiolégico para enterobactérias em ovos de
poedeira comercial de empresas e supermercados da Regido Metropolitana de

Fortaleza.
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6 CAPITULO |

Monitoramento bacteriolégico para Salmonella spp. em poedeira
comercial narecria e producao de empresas avicolas da Regido Metropolitana

de Fortaleza-CE, Brasil

(Salmonella sp. bacteriology monitoring in laying hens at different growing and laying
periods from poultry farms in Metropolitan Region of Fortaleza-CE, Brazil

Aceito para publicacdo no periédico Ciéncia Animal Brasileira

RESUMO

O presente trabalho objetivou investigar a presenca de Salmonella em lotes de
poedeiras comerciais de oito empresas da Regido Metropolitana de Fortaleza-CE,
Brasil. Foram realizados suabes em cinco caixas de transporte por lote das oito
empresas analisadas, totalizando 40 amostras de mecénio, sendo todas negativas
para Salmonella. Os mesmos lotes (oito) foram monitorados as 10, 20, 30 e 40
semanas de idade com exame bacteriolégico de “pool” de 100 fezes frescas. Foram
isoladas Salmonella enterica subsepécie enterica cepa rugosa e Salmonella Newport
das amostras de fezes nas empresas 2 e 6 as 20 e 40 semanas de idade
respectivamente. A presenca de Salmonella em 6,25 % das amostras de fezes
sugere que as aves foram contaminadas apos sua chegada nas granjas, pois 0s
mesmos lotes foram negativos na analise de meconio. Das empresas analisadas, 2
foram positivas para Salmonella no “pool” de fezes, mostrando a necessidade de
programa preventivo mais eficaz nas empresas produtoras de ovos. Nossos estudos
indicam que ndo houve transmissao vertical, porém existem falhas no programa de

biosseguranca ja que as aves se contaminaram apds sua chegada nas empresas.

Palavras Chaves: Salmonella; galinhas; ovos; bacteriologia; fezes.
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ABSTRACT

This work aimed to verify Salmonella occurrence in laying hen flocks from eight
poultry farms in Metropolitan Region of Fortaleza city. Swab collections were
performed in transport boxes of day-old-chicks, totaling 40 feces samples (5
samples/flock), which presented no Salmonella contamination. Bacterial analyses
from a pool of feces were performed in the same flocks at 10, 20, 30 and 40 weeks of
age. Salmonella enterica rough strain and Salmonella Newport were found in two
flocks at 20 and 40 weeks of age, respectively. These results suggest that the birds
were infected with Salmonella after their arrival in the poultry farms. It was verified
that 2 poultry farms presented positive feces samples for Salmonella contamination,
indicating the need for a more efficacious preventive program in the poultry farms for
egg production. This work suggests that day old birds were of Salmonella
contamination which indicates no vertical Salmonella transmission, however the

rearing phase present failures regarding bacterial control.

Key words: Salmonella; chickens, eggs, bacteriology; feces
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INTRODUCAO

As infeccbes alimentares tém sido reconhecidas como um problema de
saude publica, sendo a salmonelose, uma das zoonoses de maior prevaléncia nos
paises desenvolvidos e em desenvolvimento. A salmonelose, causada por
microrganismos do género Salmonella, € considerada uma das enfermidades mais
problematicas para a saude publica, sendo um dos géneros bacterianos mais
estudados microbiologicamente (NASCIMENTO et al., 2000). Os alimentos de
origem animal podem veicular microrganismos patogénicos, como o Campylobacter
jejuni e Salmonella spp., responsaveis por parcela de ocorréncias de toxinfeccdes
alimentares, embora no Brasil ndo haja dados estatisticos definidos, a incidéncia de
toxinfeccbes € elevada, sendo esses microrganismos frequentemente isolados de
produtos avicolas (CARVALHO & CORTEZ, 2003).

As salmonelas continuam sendo um grave problema para a avicultura
industrial e, conseqlientemente, para a saude publica (TESSARI et al., 2003). O
risco de inseguranca alimentar tem gerado uma reducdo no consumo de produtos

avicolas e outros produtos de origem animal (RICHARDSON, 2005).

A analise epidemioldgica das doencas infecciosas esta sedimentada em
alguns parametros constituintes da histéria natural das ocorréncias. Assim um dos
aspectos fundamentais do problema, reside no isolamento e identificacdo do agente
etiologico (HOFER et al., 1997).

Particularizando as salmonelas aviarias, esta condicdo propicia em
primeiro plano o conhecimento da incidéncia ou prevaléncia dos sorovares de
Salmonella, possibilitando, posteriormente, estabelecer confrontos de suas
frequéncias em diversas regides, bem como o0 rastreamento dos sorotipos

predominantes, visando a implantacdo de medidas preventivas ou de controle
(SNOEYENBOS & WILLIAMS, 1991).

No Brasil sdo escassos o0s levantamentos sobre a presenca de
Salmonella em ovos comerciais (LANGONI et al., 1995) e a presenca de Salmonella
Enteritidis foi detectada pela primeira vez, em matrizes pesadas jovens, no ano de
1989 (FERREIRA et al., 1990). A Salmonella é excretada através das fezes sendo a
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cloaca a via de passagem durante a oviposicdo, dessa forma o estudo da microbiota
fecal € muito importante para evitar a disseminacdo deste patbgeno as aves
industriais e problemas de sa(de publica. As aves excretam 10° células de
Salmonella por grama de fezes (BRYAN & DOYLE, 1995) contaminando
rapidamente as aves dentro do lote (BERNDTSON et al., 1996). Do ponto de vista
estritamente bacterioldgico, o conhecimento da prevaléncia de sorotipos de
Salmonella numa determinada fonte de infeccdo ou regido geografica, propicia uma
economia de tempo e de material empregados no diagnostico das estruturas

antigénicas por parte de laboratérios locais (HOFER et al., 1997).

No Estado do Ceara ndo existem trabalhos sobre a incidéncia de
Salmonella em lotes de poedeiras comerciais e todo programa de controle de
doencas infecciosas é baseado no conhecimento das vias de introducdo e
disseminacdo do patdégeno, desta forma, esse trabalho teve por objetivo verificar a
ocorréncia de Salmonella em poedeiras comerciais, desde a chegada das pintainhas
nas granjas até as 40 semanas de idade de empresas avicolas da Regido

Metropolitana de Fortaleza-CE através de amostras de mecénio e fezes.

MATERIAL E METODOS

Foram monitoradas oito empresas de postura comercial, localizadas na
Regido Metropolitana de Fortaleza-Ce, no periodo de agosto de 2004 a janeiro de
2006. A pesquisa foi realizada em amostras de meconio e fezes em diferentes
idades das aves, sendo acompanhado um lote de cada empresa, escolhido,
aleatoriamente. Nas pintainhas recém chegadas a granja foi coletado o mecénio por
meio de suabes de gaze embebidos em Agua Peptonada os quais foram passados
no fundo de cinco caixas de transporte, por lote, perfazendo um total de 40
amostras. Apés esta primeira analise, os mesmos lotes (oito) foram submetidos a
coleta constituida de “pool” de 100 fezes frescas coletadas do galp&o, abaixo das
gaiolas. As fezes foram colhidas, de forma asséptica, por espatula esterilizada e
depositadas em frascos estéreis, onde foram transportadas sob refrigeracdo ao
laboratério de analises. O monitoramento microbioldgico das fezes de cada lote foi
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realizado quando as aves tinham 10, 20, 30 e 40 semanas de idade, totalizando
quatro amostras para cada lote e perfazendo um total de 32 amostras de “pool” de
100 fezes.

O procedimento bacteriol6gico adotado para isolamento e identificacdo de
Salmonella seguiu as recomendacdes da Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
com algumas modificagcbes, sendo composto pelas seguintes etapas: pré-
enriguecimento, no qual o suabe de mecénio e as fezes foram adicionados em
Erlenmeyer contendo 100 mL e 225 mL de agua peptonada, respectivamente e
incubados a 37°C por 24 horas. Aliqguotas de 1 mL e 0,1 mL da cultura pré-
enriquecida foram transferidas para tubos contendo 10 mL de Caldo Selenito e
Rappaport Vassiliadis respectivamente, incubando-se ambos os meios a 37°C por
24 horas. A partir do cultivo nos caldos de enriguecimento seletivo as amostras
foram semeadas com alca de platina em placas contendo Agar MacConkey e Verde
Brilhante sendo incubadas a 37°C por 24 horas. Trés a cinco colonias com
crescimento sugestivo do género Salmonella obtidas das placas foram semeadas
com auxilio de agulha de niquel-cromo para tubos contendo Agar inclinado TSI
(Triple Sugar Iron), LIA (Lisina Iron Agar) e tubos com meio SIM (Sulphide Indol
Motility) os quais foram incubados a 37°C por 24 horas para identificacdo presuntiva.
As colbnias com comportamento bioquimico caracteristico do género Salmonella
nesses meios foram submetidas ao teste de aglutinacdo em placa com soros anti
flagelar H e anti soméatico O de Salmonella. As amostras com reacdes positivas
foram conservadas em Agar Nutriente e remetidas ao Instituto Adolfo Lutz, em S&o

Paulo, para sorotipagem.

RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o foi detectada Salmonella nas 40 amostras de meconio analisadas,
provenientes das oito empresas. GAMBIRAGI et al. (2003) também néo detectaram
Salmonella em suabe de cloaca de 300 pintos de corte de um dia de idade. Do
mesmo modo OLIVEIRA et al. (2004) avaliando a presencga de enterobactérias em
dez lotes de frango de corte de explora¢gBes industriais do Estado do Ceara, nao
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isolaram Salmonella em sua pesquisa. Todavia ZANCAN et al. (2000) isolaram
Salmonella (44,45 %) em caixas de transporte de cinco granjas de poedeiras em
seis analisadas, bem como GAMA et al. (2003) que pesquisando Salmonella em
caixas de transporte de 12 lotes de poedeiras isolaram em quatro lotes (33,3 %)
Salmonella Enteritidis no Estado de S&o Paulo. ROCHA et al. (2003) estudando
caixas de transporte de 18 lotes de poedeiras em trés empresas diferentes
observaram que de 180 amostras, 20 foram positivas para Salmonella

representando um percentual de 11 %.

Os resultados obtidos, no presente estudo, sugerem que nao ocorreu
transmissao vertical, ja que todas as amostras de meconio foram negativas para
Salmonella. Segundo GAST (1997) o primeiro passo para prevenir a introducdo de
Salmonella em granjas é evitar a transmissao vertical, portanto, qualquer falha no
programa de biosseguridade levard a uma contaminagédo da progénie e lotes livres
de contaminacdo dependem de um controle rigido e eficaz dentro dos programas
sanitarios de matrizes que reflete de forma positiva na saude dos pintinhos
(TESSARI et al.,, 2003; ROCHA et al.,, 2003). A transmissédo vertical, como via
introdutéria de Salmonella em cria¢des avicolas pode ser confirmada pelas analises
de forros de caixa de transporte (ROCHA, 2003) e os resultados do presente
trabalho indicam que houve um controle sanitario adequado nas granjas de

reprodutoras e nos incubatdrios fornecedores das aves utilizadas nessa pesquisa.

De acordo com os dados obtidos, podemos verificar que das 32 amostras
de “pool” de fezes avaliadas, duas apresentaram positividade para Salmonella,
resultando numa incidéncia de 6,25 % das amostras processadas. Apos a
tipificacéo, foi observada a presenca da Salmonella enterica subsepécie enterica
cepa rugosa e Salmonella Newport para os lotes positivos da empresa 2 e 6
respectivamente. Com esses resultados se faz necessario uma maior atencdo em
dois aspectos sanitarios importantissimos na avicultura industrial que sao as
medidas de biosseguranca e a resisténcia aos agentes antimicrobianos. Em relacao
ao primeiro aspecto, a Salmonella pode ter ocorrido em decorréncia as falhas no
manejo sanitario. Diversos estudos indicam que a contaminacdo da racdo tem um
alto impacto na incidéncia de colonizagcdo do ceco por Salmonella (RICHARDSON,
2005). GAMA (2001) isolou em fezes de poedeiras Salmonella enterica cepa rugosa

e atribuiu essa infec¢do ao consumo de racdo contaminada. Varios autores (DAVIES
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& BRESLIN, 2003; GRADEL et al, 2004) consideram a persisténcia de
contaminacdo dos lotes de poedeiras comerciais nas granjas um problema
predominante. Nos Estados Unidos, de janeiro a abril de 2002, isolou-se Salmonella
Newport em 47 pessoas com sintomas de diarréia, dor abdominal, febre e vémito
(ZANSKY et al., 2002). Outra grande preocupacdo esta relacionada a resisténcia
bacteriana, pois casos de multi-resisténcias relacionados a Salmonella Newport tém
sido relatados em homens e animais (DUNNE, 2000), e sdo decorrentes do uso

indiscriminado de agentes antimicrobianos (ZHAO et al., 2003).
Os resultados microbiolégicos, das amostras de “pool” de fezes dos lotes
das oito empresas estéo representados na tabela 1.

Tabela 1. Relacdo entre niumero de lotes examinados (amostras de fezes) e lotes
positivos para Salmonella durante o periodo de agosto de 2004 a janeiro de 2006.

Empresa Salmonella Amostras positivas Sorotipo
(n)
1 Ausente 0/4 -
2 Presente* Ya Salmonella enterica
sub. enterica cepa
rugosa
3 Ausente 0/4 -
4 Ausente 0/4 -
5 Ausente 0/4 -
6 Presente** Ya Salmonella
Newport
7 Ausente 0/4 -
8 Ausente 0/4 -
Total - 2/32 -

* 20 semanas de idade
** 40 semanas de idade

SOUZA et al. (2002) registraram, ap6s estudo epidemiolégico em fezes de
poedeiras, a presenca de Salmonella antes e apds a muda for¢cada, observando que
as empresas avicolas devem considerar a possibilidade de contaminacdo através
das fezes. GAMA (2001) estudando galinhas destinadas a postura comercial, desde
a chegada do lote de pintainhas até a fase de producao, verificou que a transmissao
vertical continua sendo uma importante via de introducdo de salmonelas paratificas
nas granjas e que lotes de aves naturalmente infectadas produziram ovos
contaminados, porém alguns autores afirmam que n&o existe nenhuma correlagao

entre a eliminacdo de Salmonella nas fezes e a freqiéncia de contaminacdo do ovo
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(GAST et al., 2005). GAST & BEARD (1992) afirmaram que fezes contaminadas com
Salmonella Enteritidis podem sugerir a contaminacédo do ovo, pois observaram uma
relacdo positiva entre fezes de galinhas artificialmente contaminadas e a casca dos
ovos e de acordo com MORRIS (1990) a contaminacdo ocorre pelo contato das

cascas dos ovos.

CONCLUSAO

Nossos estudos indicam que ndo houve transmissao vertical e a
contaminacdo por Salmonella ocorreu apés a chegada das pintainhas nas granjas,
mostrando que houve falhas no programa de biosseguranca e que ha necessidade

de desenvolvimento de programa sanitério preventivo eficaz.
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RESUMO

Pesquisa de Salmonella e outras enterobactérias em ovos para consumo

humano na regido metropolitana de Fortaleza, Brasil

Pesquisou-se a presenca de Salmonella e outras enterobactérias em ovos de
galinha para consumo humano provenientes de granjas produtoras de ovos e
supermercados localizados na Regido Metropolitana de Fortaleza. Foram coletados
720 ovos de oito granjas produtoras e 540 ovos de seis supermercados. Os ovos
foram quebrados e homogeneizados sendo submetidos ao pré-enriqguecimento com
Agua Peptonada, seguido pelo enriquecimento com Rappaport-Vassiliadis e
Seletino-Cistina, plaqueados em Agar Verde Brilhante e MacConkey. Posteriormente
submetidos a identificacdo bioquimica presuntiva. Nao foi encontrada Salmonella
nas amostras de ovos provenientes de granjas produtoras nem de supermercados,
entretanto foram encontradas outras enterobactérias potencialmente patogénicas
para o ser humano: Citrobacter, E.coli, Providencia, Enterobacter, Klebsiella,
Proteus, Serratia, Pseudomonas e Shigella. Também foi verificado que a frequéncia
de isolamentos de enterobactérias foi maior em ovos dos supermercados em

comparagao com 0S 0vos provenientes das granjas produtoras, provavelmente pela

ocorréncia de maior manipulacdo nos ovos que estavam nos supermercados.

Palavras-chave: enterobactérias, microbiologia, ovos, Salmonella
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ABSTRACT

This research has the objective of performing Salmonella and other enterobacteria
survey in chicken eggs for human consume from poultry farm flocks and
supermarkets in the Metropolitan region of Fortaleza, Brazil. A total number of 720
eggs were collected from eight egg-type poultry farms and 540 eggs were collected
from six supermarkets in the Metropolitan Region of Fortaleza. The eggs were
broken and homogenized and they were submitted to pre-enrichment with buffered
peptone water, followed by enrichment with Rappaport-Vassiliadis and Selenite-
Cystine, streaked on plates with Brilliant Green and MacConkey agars, and to
presumptive biochemical identification. The results showed that it was not found
Salmonella in the egg samples from poultry farms and supermarkets, however a
great amount of other potentially pathogenic enterobacteria were isolated in egg
samples: Citrobacter, Escherichia coli, Providencia, Enterobacter, Klebsiella,
Proteus, Serratia, Pseudomonas, and Shigella. It was also verified that the frequency
of enterobacteria isolated was higher in eggs from supermarkets compared to eggs
collected from poultry farm, probably by an increased manipulation of the eggs until

they get the supermarkets.

Key words: eggs, enterobacteria, microbiology, Salmonella
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INTRODUCTION

Microbial food safety is an increasing public health concern worldwide. It is
estimated that each year in the United States there are approximately 76 million food-
borne illnesses (Mead et al., 1999). Enterobacteria like Campylobacter, Salmonella,
and pathogenic Escherichia coli can colonize the gastrointestinal tract of a wide
range of wild and domestic animals, especially animals raised for human
consumption (Meng & Doyle, 1998). The level of enterobacteria in poultry products
can be routinely used as an indicator of improper hygiene methods during processing
and incorrect storage conditions, which can lead to the proliferation of pathogens,

such as Salmonella, and toxin production (Roberts et al., 1995).

Salmonellosis is one of the most frequent foodborne diseases, being an
important public health problem in almost all industrialized countries (D’Aoust, 1997).
According to the Centers for Disease Control and Prevention in United States,
Salmonella is responsible for 1.34 million of cases of disease, 16,430

hospitalizations, and 582 deaths each year (Mead et al., 1999).

The eggs are an important source of contamination. Between 1985 and
1996, 79 % of S. Enteritidis outbreaks in the United States that could be attributed to
a specific food vehicle were associated with eggs (Angulo & Swerdlow, 1999).
Surveys of egg-type poultry have reported the recovery of Salmonella from 72 % of
laying house environmental samples in the United States (Jones et al., 1995) and
from 68 % of egg farms (Riemann et al., 1998), 53 % of fecal or egg belt samples in
Canada (Poppe et al., 1991), and 47 % of fecal samples in the Netherlands (Van de
Giessen et al., 1991). In two studies of unpasteurized liquid egg samples collected at

20 eggbreaking plants throughout the United States (Hogue et al., 1997), Salmonella
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were found in 52 % of samples obtained in 1991 and in 48 % of samples obtained in
1995. The U.S. Department of Agriculture has estimated the overall national
incidence of egg contamination with S. Enteritidis at approximately 0.005 % (Ebel &

Schlosser, 2000).

This way, this research has the objective of performing Salmonella and
other enterobacteria survey in chicken eggs for human consume from poultry farm

flocks and supermarkets in the metropolitan region of Fortaleza, Brazil.

MATERIAL AND METHODS

Egg collection from poultry farms

A total number of 720 eggs was obtained and distributed into 72 samples,
each sample consisted of 10 eggs. They were collected from eight egg-type poultry
farms in the Metropolitan Region of Fortaleza, Brazil. In each poultry farm, the eggs
were collected from the same flocks at three different ages, when the chickens were
20, 30 and 40 week-age. Egg collections were performed with sterile gloves. They
were randomly collected and maintained under refrigerated temperature for up to two

hours until they arrived in analyses laboratory.

Egg collection from supermarkets

A number of 540 eggs was divided into 54 samples, each sample
consisted of 10 eggs. They were collected from six supermarkets in the Metropolitan
Region of Fortaleza, Brazil. Three different egg brands were randomly chosen in
each supermarket and for each brand, 30 eggs in commercial trays were collected.

All collected eggs had been under adequate storage conditions and they had



84

presented good external characteristics for human consume. After collection, they
were maintained under refrigerated temperature for up to two hours until they arrived

in analyses laboratory.

Microbiological analyses

Eggs were divided into samples of 10 eggs each, just after arrival. The
eggs were broken and homogenized in glass jars by agitation. Aliquots of 25¢g from
each sample were weighted and submitted to pre-enrichment with buffered peptone
water and incubated for 24 hours at 37°C. Aliquots from pre-enrichment were
inoculated into selective enrichment liquid media at a ratio of 1/100 in Rappaport-

Vassiliadis broth and at 1/10 in Selenite-Cysteine broth.

A loopful of each broth was streaked on plates of MacConkey agar and
Brilliant Green agar plus Novobiocin (40 mg/L). The temperature and the period of
incubation were standardized at 37°C for 24 hours. Three to five suspected colonies
of Salmonella from each plate were collected for presumptive biochemical
identification with Triple Sugar Iron (TSI), Lysine-lron agar (LIA) and Sulfur Indol
Motility agar (SIM), then they were incubated for the same time and temperature

according to Gama et al., 2003.

The colonies which were suspect for Salmonella were replicated in
Nutrient Agar and sent to enterobacteria department in Instituto Adolfo Lutz for

characterization.
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RESULTS AND DISCUSSION

It was not found Salmonella in the egg samples from poultry farms and
supermarkets from Metropolitan Region of Fortaleza. These results were different to
the ones observed by Andrade et al. (2004), who found no Salmonella in eggs from
supermarkets and 0.37 % Salmonella contamination in eggs from poultry farms in

Goiania, Brazil.

The incidence of contaminated eggs from layer chickens is relatively low
even after an administration of Salmonella to the birds (Gast & Holt, 2001; Gast et al.
2002). According to Ebel & Schlosser (2000), the prevalence of Salmonella
contaminated eggs from naturally infected flocks in United States was estimated to

be 0.005 %.

Feces are an important contamination source for food, however the
Salmonella spread on feces is not continuous, this way it is possible to obtain
negative or low levels of Salmonella from egg shells or its internal contents
(Humphrey et al., 1989). Experimentally or naturally infected layers can lay eggs with
contaminated internal content (Gast & Beard, 1990; Gast & Holt, 2000), however

Salmonella surveys are not necessarily successful (Bezerra, 1995).

Despite absence of Salmonella isolations, other enterobacteria were
isolated in eggs from poultry farms and supermarkets. Contamination of poultry
products by enterobacteria is one of the greatest problems regarding world food
industry, and animal feces are their main contaminating source (Rasmussen et al.,
2004). Oliveira et al. (2004) verified the following frequency of enterobacteria in

broiler feces: Proteus sp., 86.7 %; Arizona sp., 6.7 %; Enterobacter sp., 66. 7%;
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Citrobacter sp., 6.7 %; Edwardsiella sp., 3.3 %; Escherichia coli, 60 %; Klebsiella sp.,

6.7 %; and Shigella sp., 13.3 %.

Figure 1 shows the percentage of contaminated eggs with each
enterobacteria isolated in eggs from supermarkets in Metropolitan Region of

Fortaleza, Brazil.

Figure 1. Enterobacteria isolation in eggs from supermarkets
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Figure 2 shows the percentage of contaminated eggs with each
enterobacteria isolated in eggs from poultry farms in Metropolitan Region of

Fortaleza, Brazil.

Figure 2. Enterobacteria isolation in eggs from poultry farms in
metropolitan region of Fortaleza, Brazil
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The results showed that eggs collected from poultry farms presented a
lower enterobacteria contamination when compared to eggs from supermarkets. It
was verified 66.6 % of eggs from poultry farms were contaminated while 83.34 % of
eggs from supermarket were positive for enterobacteria. The difference of 16.74 %
between these places was probably due to manipulation of eggs from poultry farms

to supermarkets.

The most isolated bacteria in eggs from both poultry farms and
supermarkets were Proteus, Enterobacter, Klebsiella, and Serratia with 14.29 %

frequency.

The role of Proteus sp. in foodborne diseases is a controversy, despite its
potential as a pathogen. According to Franco & Landgraf (1996), Proteus spp is
related with food deterioration and its presence is not directly related to infections, but
as a contaminant agent. It is involved in the decomposition of carcasses and can be
found in feces, sewer water, putrefied meat, suppurating wounds, among others

(Bier, 1981).

Species of Enterobacter have been associated with rare cases of infantile
meningitis, newborn death and bacteremia. This genus has been often isolated from
food, such as: meat, cheese, vegetables and condiments (Lai, 2001; Iversen &

Forsythe, 2003).

Other enterobacteria showed a lower frequency of isolation, like: Shigella,

Citrobacter, Providencia, E. coli, Pseudomonas.

Bacteria of the genus Shigella were isolated in the present study. They are

responsible for the shigellosis or bacillary dysentery, involving invasion and
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destruction of the epithelial layer of the mucosa causing intense inflammatory

reaction (Campos, 2002).

Shigella infections remain a global public health concern, causing diarrhea
in both the developing and developed regions (Guerrant et al., 1990). The bacteria
are readily transmitted through the fecal-oral route, with the majority of illnesses
arising through the consumption of fecally contaminated food and water. Poor
personal hygiene and sanitation are the common sources of such food and water
contaminations (Sapsford et al., 2004). Mead et al. (1999) estimated that 20 % of the
total number of cases of shigellosis involve food as the vehicle of transmission. The

food involved was contaminated during handling by infected workers (Bryan, 1978).

Comparing our results to the findings of Andrade et al. (2004), the present
study showed an increased total contamination level, while they found 40.44% of

positive egg samples from Goiania, Brazil.

CONCLUSION

Despite the absence of Salmonella isolates in eggs for human consume
from poultry farms and supermarkets, there was presence of other enterobacteria
potentially pathogenic for humans. It was also verified that the number of

enterobacteria isolated in eggs was higher in supermarkets.
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8 CONCLUSOES

As amostras de forro de caixas de transporte de pintinhas analisadas
nesse estudo foram negativas para Salmonella, sugerindo que n&o ocorreu

transmissao vertical.

A contaminacao por Salmonella, provavelmente, ocorreu apos a chegada
das pintinhas nas granjas, mostrando que houve falhas no programa de

biosseguranca.

Apoés a tipificacdo, foi observada a presenca de Salmonella enterica
subsepécie enterica, cepa rugosa, em uma empresa, € Salmonella Newport, na

outra empresa.

Nao foi isolada Salmonella nas amostras de ovos nem das oito granjas
nem dos seis supermercados da Regidao Metropolitana de Fortaleza, tendo havido,
porém, presenca de outras enterobactérias potencialmente patogénicas para o
homem (Citrobacter, E. coli, Providencia, Enterobacter, Klebsiella, Proteus, Serratia,
Pseudomonas e Shigella), ndo s6 sendo o numero de bactérias mais elevado nos
ovos de supermercados (83,34 %) do que nos ovos de granja (66,6 %), mas também

sendo a diferenca de 16,74 % sugestiva de contamina¢cdo no manuseio dos ovos.
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9 PERSPECTIVAS

Os técnicos das empresas de postura comercial da Regido Metropolitana
de Fortaleza precisam melhorar os programas de biosseguridade durante o periodo
de producdo. Dessa forma, prejuizos relacionados a queda de producdo e
problemas de enterite poderdo ser evitados.

Devido o isolamento de Salmonella Newport em uma das empresas
avaliadas e como trabalhos anteriores mostram um aumento da incidéncia desse
sorotipo nas infec¢cdes humanas, além de problemas de multiresisténcia, estudos

futuros sdo necessarios para verificacdo da resisténcia do sorotipo isolado.
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