Universidade Estadual do Ceara
Pro-Reitoria de P6s-Graduacao e Pesquisa
Faculdade de Veterinaria

Programa de Pés-Graduacédo em Ciéncias Veterinarias

ISOLAMENTO E TIPIFICACAO DE SALMONELLA DA CADEIA
PRODUTIVA DE FRANGO DE CORTE DA REGIAO
METROPOLITANA DE FORTALEZA-CE

Fortaleza, Ceara
2004



Universidade Estadual do Ceara
Pro-Reitoria de P6s-Graduacao e Pesquisa
Faculdade de Veterinaria
Programa de Pés-Graduacédo em Ciéncias Veterinarias

Walber Feijo de Oliveira

ISOLAMENTO E TIPIFICACAO DE SALMONELLA DA CADEIA
PRODUTIVA DE FRANGO DE CORTE DA REGIAO
METROPOLITANA DE FORTALEZA-CE

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-Graduacgao
em Ciéncias Veterinarias da Faculdade de Veterinaria da
Universidade Estadual do Ceara, como requisito parcial
para obtencdo do grau de Mestre em Ciéncias
Veterinarias.

Area de Concentragdo: Medicina Veterinaria Preventiva

Orientador: Prof. Dr. William Cardoso Maciel

Fortaleza, Ceara
2004



048i

Oliveira, Walber Feij6 de

Isolamento e tipificacdo de Salmonella da cadeia produtiva de
frango de corte da Regido Metropolitana de Fortaleza-CE / Walber
Feijo de Oliveira - 2004.

101p.;il.;

Orientador : Prof. Dr. William Cardoso Maciel.

Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Veterinarias)- Universidade
Estadual do Ceara, Faculdade de Veterinéria.

1. Salmonella 2. Isolamento 3. Frango de corte 4.

Avicultura.
I. Universidade Estadual do Ceara, Faculdade de Veterinaria

CDD: 636.50918131




Universidade Estadual do Ceara
Pro-Reitoria de P6s-Graduacao e Pesquisa
Faculdade de Veterinaria

Programa de Pés-Graduacédo em Ciéncias Veterinarias

Titulo do Trabalho : Isolamento e tipificacdo de SALMONELLA da cadeia
produtiva de frango de corte da Regido Metropolitana de

Fortaleza-CE

Autor : Walber Feij6 de Oliveira

Defesa em: 26/11/2004 Conceito obtido: Satisfatorio

Banca Examinadora

Prof. Dr. William Cardoso Maciel
Orientador

Salette Lobéo Torres Santiago, Profa. Dra.

José Sérgio de Resende, Prof. Dr.



DEDICATORIA

Aos meus pais, Francisco Tavares de Oliveira
Filho e Lucimar Feijo de Oliveira, pelo amor incondicional a

mim dedicado;

A minha noiva Rosana Mendonca pelo carinho e
incentivo nas horas dificeis e por acreditar sempre na

conquista de nossos sonhos;

Aos meus irmdos Vera Lucia Feij6, Verbdnica

Feij6, Wagner Feij6 pelo apoio e alegria de sua existéncia,

Aos meus sobrinhos Igor de Oliveira, Ingrid de
Oliveira, Yuri de Oliveira, Wagner Feij6 Filho e afilhado

Guilherme Feijé por me proporcionarem felicidade sempre.



AGRADECIMENTOS

Ao Professor e Orientador Dr. William Cardoso Maciel pelo exemplo de

uma orientacdo dedicada e pelos ensinamentos ao longo do curso;

Ao Dr. Luis Carlos Lemos Marques e Dr2 Ana Paula Francisca A. R. M.
Marques que me passaram, pacientemente, 0s ensinamentos necessarios para a

pesquisa microbioldgica e para a vida, acolhendo-me carinhosamente como amigo;

A Dr2 Rosa Patricia Ramos Salles, pelos ensinamentos e ajuda para a

realizacdo desta pesquisa e amizade demonstrada durante o decorrer do curso;

A Profa. Dra. Salette Lob&o Torres Santiago pela sua orientacdo e

sugestoes;

Ao Instituto Adolfo Lutz e, particularmente, a Dra. Sueli A. Fernandes pela

imensa contribuicdo para a realizacdo do experimento;

A toda equipe do Laboratério de Estudos Ornitoldgicos, em especial José
Luis Castro Aguiar Filho, Josué Moura Romé&o, Paulo Marques Costa, Régis Siqueira

Teixeira, Marcia Helena Niza Sobral, que estiveram sempre postos a ajudar;

Aos Médicos Veterinarios e funcionarios da Unidade Laboratorial Animal,
conveniada ao Ministério da Agricultura — CE, que muito me ajudaram no

desenvolvimento desta pesquisa,

Aos professores do Programa de Pos-graduacdao em Ciéncias
Veterinarias da Universidade Estadual do Ceara, pela competéncia na transmissao

dos conhecimentos;

A Fundag&o Cearense de Apoio e Pesquisa — FUNCAP, por proporcionar

— me apoio cientifico e financeiro, tornando possivel minha condi¢cdo de pesquisador.



RESUMO

Com o objetivo de verificar a ocorréncia de Salmonella, identificar os sorotipos
presentes nas amostras, investigar o comportamento das cepas isoladas frente a acao de
antimicrobianos e pesquisar outras enterobactérias presentes em produtos avicolas, foram
analisadas microbiologicamente 114 amostras. Entre essas, 63 amostras fecais colhidas em
trés fases de criacdo de frango de corte (01, 20 e 45 dias) de 21 lotes pertencentes a
granjas localizadas na Regido Metropolitana de Fortaleza — CE. Do restante, 14 amostras de
carcacgas de frango recém - abatidas foram colhidas de abatedouros isentos de fiscalizagao
federal, 18 foram de carcagas resfriadas e 19 amostras de carcacas congeladas, totalizando
51 carcagas, prontas para o0 consumo, analisadas microbiologicamente. As amostras dos
lotes nas trés fases de producdo ndo apresentaram contaminagdo por Salmonella, no
entanto, amostras de carcacas recém - abatidas apresentaram percentual de contaminacéo
de 14,3 %, carcacas resfriadas 16,7 % e congeladas 5,26 %. Identificaram-se trés diferentes
sorotipos, sendo estes: Salmonella enterica sorovar Enteritidis (50 %), Salmonella enterica
sorovar Panama (33 %) e Salmonella enterica sorovar Newport (17 %). Os resultados
apresentados ao teste de sensibilidade aos antimicrobianos mostraram-se preocupantes
para a ampicilina e tetraciclina, pois o percentual de resisténcia das cepas em ambos foi de
100 %. O contrario ocorreu com 0s antimicrobianos gentamicina, netilmicina, cloranfenicol e
carbenicilina, pois, entre as cepas isoladas, nenhuma apresentou resisténcia a esses
antimicrobianos. As enterobactérias que apresentaram maior freqléncia de isolamentos
foram as do género Proteus sp., Escherichia coli e Enterobacter sp. Far-se-a necessaria a
continuidade do controle sanitario presente em lotes de frangos de corte da Regido
Metropolitana de Fortaleza e a adocdo de rigorosas medidas higiénico-sanitarias em
abatedouros e comeércio, para reduzir o percentual de carcagas de frangos de corte
contaminadas por Salmonella e, conseglentemente, reduzir 0S riscos que essas

apresentam para a saude publica.



ABSTRACT

This research has the objective of verifying the occurrence of Salmonella spp.,
the identification and performance of antimicrobian sensibility test with the isolated strains
and the investigation of the presence of other enterobactereaceae bacteria from poultry
products. There were 114 samples for Salmonella analysis divided in 51 feces samples
collected from 21 broiler flocks with three different ages ( 01, 20 and 45 days) from poultry
companies in the Metropolitan Region of Fortaleza-CE and 63 carcasses samples, with 14
fresh carcasses from two slaughter-houses without federal ficalization, 18 refrigerated
carcasses and 19 frozen carcasses, all ready for human consume and analized
microbiologically. The feces samples from three different productions ages presented no
Salmonella contamination, however the fresh carcasses presented 14.3 % of contamination,
the refrigerated carcasses 16.7 % and the frozen carcasses 5.26 %. There were three
serotype identification: Salmonella enterica sorovar Enteritidis 50 %; Salmonella enterica
sorovar Panama 33 % and Salmonella enterica sorovar Newport, 17 %. The results of
susceptibility tests to antimicrobial agents are worrying because the Salmonella strains
presented 100 % of resistance against ampicillin and tetracycline but none against
gentamicin, netilmicin, carbenicillin, chloramphenicol. Regarding the other
enterobacteriaceae bacteria, the most prevalent were the genus Proteus sp., Escherichia
coli and Enterobacter sp. This way it is necessary the continuity of the sanitary control to
broiler flocks in the Metropolitan region of Fortaleza and the adoption of rigorous hygienic
and sanitary procedures in slaughter-houses and market places to reduce the rates of
Salmonella contamination and consequently to reduce the risks to public health.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € o segundo maior produtor de frango de corte e 0o maior
exportador mundial com producéo de 3,71 bilhdes de frangos no ano de 2003 (UBA,
2003). Para garantir essa produtividade anual, € necessario um crescimento racional
gue vise além de outros fatores, a qualidade do produto avicola. Para isso, o
governo adota planos sanitarios que objetivam controlar enfermidades que causam,
além de prejuizos econdmicos para 0s produtores, transtornos a saude publica. As
medidas gerais de profilaxia e as normas de biossegurangca empregadas em
avicultura industrial, como também em cria¢des alternativas, dificultam mas néo
impedem a presenca de microrganismos patogénicos. Dentre esses presentes em

granjas, os do género Salmonella assumem grande importancia.

Para a avicultura industrial, a pulorose (Salmonella enterica sorovar
Pullorum) e o tifo aviario (Salmonella enterica sorovar Gallinarum) s&o os principais
determinantes de perdas econbémicas em muitos paises. Além desses sorovares,
podem ser citados outros que também contribuem com esses prejuizos. Em relacéo
a saude publica, varios autores citam as Salmonella causadoras das paratiféides
aviaria, como por exemplo, a Salmonella enterica sorovar Enteritidis, Salmonella
enterica sorovar Typhimurium, Salmonella enterica sorovar Infantis e Salmonella
enterica sorovar Agona, que, constantemente, vém sendo apontadas como
importantes causadoras de infeccbes de origens alimentares. Estas nao estao
relacionadas com enfermidades especificas e sdo potencialmente capazes de

infectar indistintamente diversos animais, entre eles o proprio homem.

As décadas de 80 e 90 foram marcadas pelo aumento de surtos de
salmonelose humana decorrentes da ingestdo de produtos alimenticios de origem

animal ou preparados com componentes desses alimentos.

Varios pesquisadores tém identificado os subprodutos avicolas como uma
fonte de infeccdo de Salmonella que causam enterites em humanos. Em varias
ocasides, a S. Enteritidis em carcacas de frangos de corte prontas para o mercado

consumidor tem sido reportada.



No Brasil, mesmo com os programas desenvolvidos pelo Ministério da
Agricultura para o controle de patdogenos e agdes reguladoras da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), é possivel encontrar relatos a respeito de surtos e
deteccdo de Salmonella em carcacga de frango e alimentos preparados com ovos. Os
fatores relacionados a esses isolamentos sdo inameros, sobressaindo o manejo
deficiente de muitas empresas, a complexidade epidemiolégica dessa bactéria e a
falta de fiscalizagc&o sanitaria das cadeias produtivas dos produtos de origem animal.
Contudo, estudo relativo & contaminagdo na producéo e comercializagdo de frango

de corte no Estado do Ceara é praticamente inexistente.

A principal funcdo do monitoramento microbiolégico € formar um banco de
dados para avaliagdo da contaminacdo dos produtos analisados, viabilizando a
determinagao do nivel adequado de protecdo contra o agente, o que podera permitir

a melhor eficiéncia das medidas de controle.

Diante do exposto, faz-se necessario 0 monitoramento constante da
gualidade sanitéaria que se aplica em todas as etapas de criagcdo das aves industriais
da Regido Metropolitana de Fortaleza. Essa dissertacao teve como objetivo isolar e
tipificar Salmonella spp. dentro da cadeia produtiva de frango de corte, bem como as
demais enterobactérias presentes nos produtos avicolas e analisar a resisténcia
bacteriana das cepas isoladas frente aos antimicrobianos mais utilizados na

avicultura industrial.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 HISTORICO

O tifo, enfermidade humana, ja era conhecido antes da medicina historica,
mas somente cerca do século XIX, com a descoberta do Bacterium typhi por Eberth
e Gaffky foi que se fez luz sobre sua verdadeira etiologia, anteriormente
controvertida. Em 1880, Eberth descobriu a bactéria no baco e linfonodos de
pessoas com tifo, e ,em 1884, Gaffky a isolou em cultivo puro, descrevendo-a
morfolégica e biologicamente (CORREA e CORREA, 1992). Em 1885, o Médico
Veterinario Dr. Daniel E. SALMON isolou a bactéria que caracterizou o agente do
paratifo suino, denominando de Bacterium suipestifer, hoje, conhecida como
Salmonella cholerae-suis, que na época, erroneamente, a classificavam como o
agente etiolégico da peste suina. Em sua homenagem, LIGNIERES, em 1900,
denominou este género. Na Alemanha, em 1888, isolou-se o Bacterium enteritidis de
um surto de toxinfecgcdo alimentar, onde 58 pessoas foram afetadas devido a
ingestdo de carne bovina contaminada (BARROW, 1993). Depois de 1900,
Schottmdller designou, como paratifo, as enfermidades abdominais do homem

similares ao tifo.

Em aves, a primeira descricdo documentada de salmonelose foi realizada
no ano de 1885, em pombos e, somente, entre os anos 1920 e 1930, foram

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

O conhecimento da Salmonella patogénica com especificidade para as
aves é datado de 1899, em que RETTGER e KLEIN isolaram e descobriram,
respectivamente, os sorovares S. Pullorum e S. Gallinarum. Com o tempo, diversos
autores vém isolando numerosos agentes do grupo, em destaque, com maior
incidéncia, a S. enterica sorovares Typhimurium e Enteritidis (SE), sorovares

particularmente responsaveis pelas intoxicacbes alimentares no homem. A



Salmonella foi identificada como uma importante causa de doencas a 100 anos atras

e tem sido objeto de extensivos estudos (LAX et al., 1995).

No inicio do século XX, a caracterizagcdo das bactérias do género
Salmonella ainda era confusa. A partir de 1925, comecou a ficar mais clara devido a
utilizacdo de provas sorologicas, posteriormente, foram descritos varios sorotipos de
Salmonella, classificados através da terminologia de White, atingindo
aproximadamente 900, que deram origem ao esquema de Kaufmann-White, o qual
foi reconhecido a partir de 1932 (CORREA e CORREA, 1992). O século XIX e XX, a
febre tiféide, causada por S. Typhi, predominou entre as salmoneloses humanas,
tornando-se rara a partir de 1950. As manifestacdes clinicas de Salmonella em seres
humanos passaram de uma infeccdo sistémica para uma gastroenterite de origem
alimentar, provocada por outros sorotipos, marcadas por diarréia, febre e dor

abdominal, com rara invaséo sistémica (TIETJEN e FUNG, 1995).

A partir de 1980, ocorreram surtos humanos causados pelo sorovar
Enteritidis nos EUA, Gra — Bretanha e outros paises da Europa, chamando atencéo
pelas fontes comuns de infeccdo. As investigacBes epidemioldgicas identificaram o
consumo de ovos ou alimentos contendo ovos como responsaveis pela maioria dos
surtos devido a fagotipos especificos de SE. Essas informacdes foram divulgadas
com grande alarde pelos veiculos de comunicagao, causando grandes prejuizos aos
produtores de ovos (SILVA e DUARTE, 2002).

2.2 ETIOLOGIA

As Salmonella sdo bactérias da familia das Enterobactereaceae que
incluem, aproximadamente, 2300 sorotipos, entre os quais 1367 pertencem a
subespécie enterica (CAMPOS, 2002). As Salmonella estdo amplamente difundidas
na natureza e sao capazes de infectar o trato intestinal de uma ampla gama de
animais, tanto de sangue frio quanto de sangue quente, entre eles o homem. S&o

bactérias moveis, excetuando-se as Salmonella especificas das aves (Salmonella



enterica sorovar Pullorum, causador da pulorose e a S. enterica sorovar Gallinarum
causador do tifo aviario). Sao bastonetes curtos, Gram negativos, aerébios e
anaerobios facultativos de facil crescimento em meios comuns (BIER, 1981). Séo
relativamente resistentes ao calor e substancias quimicas, porém néo sobrevivem a
temperatura de 55 °C em 1 h ou em 60 °C de 15 a 20 minutos (GAMA, 2001). As
Salmonella séo bactérias mesofilas, com temperatura de crescimento 6timo entre 35
e 37 °C, possuem a forma de bacilos pequenos medindo 0,7 a 1,5 por 2,0 a 5,0
micras. A maioria dos sorotipos é produtora de gas, H2S, lisina e ornitina
descarboxilase positiva. Sdo urease e indol negativos e reduzem o nitrato a nitrito
(CAMPOS, 2002).

O crescimento bacteriano € retardado por baixas temperaturas, portanto o
controle dessa variavel é significativo no comércio de produtos de origem avicola
(GAST e HOLT, 2001). Demonstrando a importancia deste fato, pode-se exemplificar
0 caso da inspecéo federal do Canada que exige temperaturas entre 2 e 3° C na
conservacao de carcacas, 1° C para miudos, 10° C para cortes, sala de desossa,

setor de embalagens e sala de gotejamento (COSTA, 1996).

A capacidade de sobrevivéncia ou de multiplicacdo dos microrganismos
gue estdo presentes em um alimento depende de uma série de fatores, entre eles:
os fatores intrinsecos, através das caracteristicas proprias dos alimentos e os fatores

extrinsecos, relacionados com o ambiente em que esses alimentos se encontram.

Em relacdo ao pH, a Salmonella cresce em intervalo de 4,5 a 9,0, com
crescimento 6timo na faixa de 6,5 a 7,5, pH da maioria dos alimentos de origem

animal. Geralmente em pH abaixo de 4,0 e acima de 9,0 as Salmonella séo

destruidas lentamente (COSTA, 1996). A atividade de agua (a,) ideal € de 0,995 de

crescimento, podendo crescer em a, aproximada de 0,93 a 0,95 (FRAZIER e

WESTHOFF, 1993).

A divisdo do género Salmonella é caracterizada através dos tipos
sorolégicos e essa divisdo toma por base a especificidade imunolégica dos

chamados antigenos somaticos (O), antigenos capsular (Vi) e antigenos flagelares



(H). Os antigenos “O” sdo designados por numeros arabicos e caracterizam os
sorogrupos de Salmonella, por isso o mesmo antigeno “O” € comum a varios
sorotipos. Esse antigeno localiza-se na fracdo lipopolissacaridica (LPS) da
membrana externa da bactéria. Os antigenos “H” s&o de natureza protéica e,
também, sdo espécie-especifico, sdo designados por letras mindsculas do alfabeto e
por nimeros arabicos, pois o numero de antigenos flagelares é superior ao nimero
de letras do alfabeto. Esses antigenos podem ocorrer em duas fases, denominadas
de fase 1 e fase 2, significando que uma Salmonella, portadora de determinado
antigeno flagelar, pode dar origem a um clone que expressa outro antigeno flagelar
durante o processo de multiplicagcéo. Algumas Salmonella n&o apresentam flagelos e
sdo portanto imdveis, enquanto outras podem ter flagelos em uma fase apenas
(monoféasica). Entretanto, a maioria das Salmonella € bifasica, isto é, apresenta
flagelos da fase 1 e de fase 2 simultaneamente (CAMPOS, 2002). Esse fenbmeno é
conhecido como variagao de fase.

Os antigenos “Vi" e “O” sédo termoresistentes e os antigenos “H” sao
termolabeis. S6 existe um tipo imunoldgico de antigeno *Vi’, encontrado somente em
S. Typhi, S. Dublin, S. Paratyphi C (CAMPOS, 2002) e S. Hirschfeldii (FRANCO e

LANDGRAF, 1996).

Atualmente, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), através do Centro
de Referéncia e Pesquisa de Salmonella, recomenda uma nomenclatura que reflete
0S recentes avangos na 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 os sorotipos da subespécie enterica, que devem ser escritos com a

primeira letra maiuscula e ndo devem ser de forma itdlica (CAMPOS, 2002).

A Salmonella provoca nas aves as seguintes enfermidades que afetam a
industria avicola: a pulorose, causada por S. enterica sorovar Pullorum; tifo aviario,
causada pela S. enterica sorovar Gallinarum; e o paratifo aviario, causado por
gualquer Salmonella que nédo seja um dos agentes da pulorose ou do tifo aviario.
Entre as paratiféides, a Salmonella enterica sorovares Typhimurium, Agona e
Enteritidis, estas ocasionando salmoneloses em diversos animais (LAX et al., 1995),

sendo de grande interesse nos Ultimos anos devido a infeccdo alimentar ocasionada



em humanos (SEO et al., 2000). LAX et al. (1995) citam que a Salmonelose € uma
coletiva descricdo de um grupo com sintomas ao qual pode levar a severa febre por
meio de infecgdes intestinais ocasionadas pelo consumo de alimentos

contaminados.

2.3 EPIDEMIOLOGIA

O germe ¢é muito difundido geograficamente no mundo todo,
principalmente em regifes onde existe uma alta densidade avicola. A salmonelose
pode acometer diversos animais, com destague as aves e mamiferos. Tanto as
Salmonella especificas das aves, quanto as paratificas, podem causar problemas na
producdo, resultando em indices zootécnicos baixos, ocasionando perdas e
prejudicando a comercializacdo dos produtos de origem avicola no mercado interno
e externo (BERCHIERI Jr. e BARROW, 1995).

A transmisséo de Salmonella pode ocorrer por diversas formas e, devido
a isso, sua epidemiologia é bastante complexa (HINTON, 1988), sendo dificil
determinar como um lote foi infectado ou como ocorre a disseminagéo bacteriana no
plantel. Entre os mecanismos de transmissdo, podemos citar: aquisicdo de aves
contaminadas, seres humanos, equipamentos, agua, aves silvestres, roedores
(SILVA e DUARTE, 2002), animais domésticos e insetos como citam JOVER (1968)
e MANSON (1995), além de serem isoladas de moscas, pulgas e baratas, sabendo-
se que a SE pode sobreviver, persistentemente, através do ciclo vital das moscas

(BERCHIERI Jr. e BARROW, 1995).

Estudos revelam que os microrganismos Gram-negativos sdo 0os mais
frequentes nas infec¢des do trato urinario de cées, com destaque para Escherichia
coli e Proteus spp., seguidos por agentes Gram-positivos dos géneros
Staphylococcus e Streptococcus. O género Salmonella n&o tem sido descrito como
agente casual destas infecgbes em animais domésticos, porém RIBEIRO et al.

(2003) identificaram a SE como possivel responsavel em um relato de infec¢cédo do



trato urindrio de um cao, ratificando que os cdes possuem a possibilidade de

servirem como reservatorio do género Salmonella.

A contaminac¢do de matérias primas e racfes para aves contribuem para a
introducdo de Salmonella nos planteis (GIRAO et al., 1985), porém SILVA e
DUARTE (2002) relataram que, em praticamente todos os levantamentos realizados,
ndo ha a ocorréncia dos sorovares adaptados as aves como S. Pullorum, Gallinarum
e nem SE. Entretanto, as matérias primas de origem animal tém sido retiradas das
formulacdes de racbes como forma de controle de Salmonella ou as mesmas tém
sofrido processo de peletizacdo e tratamento quimico os quais ndo garantem a
eliminacdo deste agente patogénico. A deteccao de bactérias em matérias-primas e
racOes prontas demonstra ser esse um meio de transmissao considerado de grande
importancia para a disseminacéo da bactéria (BERCHIERI Jr. et al.,1984).

A porta de entrada geralmente é a via oral, entretanto a infeccao pela via
respiratoria também é possivel (TANNOCK e SMITH, 1971). Segundo NAKAMURA
et al. (1997), o fluxo do ar pode influenciar na maior ou menor disseminacdo de

Salmonella no ambiente.

A SE pode infectar um lote de aves e invadir lotes vizinhos sem
apresentar nenhum sintoma da doenca. Essa infec¢éo inaparente ndo se limita ao
intestino, estendendo-se também aos 6rgdos internos, incluindo o sistema
reprodutivo, com conseqiente contaminacdo da progénie ou de ovos comerciais

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

NASCIMENTO (1996) e GIORGI (1972) citados por PEREIRA et al.(1999)
relatam que um numero pequeno de aves contaminadas levadas ao abatedouro
pode vir a contaminar toda a linha de abate, comprometendo a qualidade do produto
final.

A contaminacdo de ovos pela Salmonella pode se dar de duas formas,
através da forma vertical — via do ovo (METHNER et al., 1995) e/ou através de
infeccdo horizontal, ocorréncia frequente na contaminacdo de ovos. O agente

localizado na vagina se adere a casca, ultrapassando-a e contaminando o contetudo



interno do ovo (MIYAMOTO, et al.,, 1997). A contaminacdo horizontal dentro de
incubadoras também € frequiente (BAILEY et al., 1994; CASON et al.,, 1994),
ocorrendo a contaminagdo externa da casca e, consequentemente, a penetracéo da

bactéria através dos poros dos ovos.

A contaminacao vertical pode se dar diretamente na gema ou albumen
através dos o6rgdos reprodutivos antes da formacdo da casca como cita
SHIVAPRASAD et al. (1990). A infeccdo do ovario da galinha conduz a
contaminacdo dos ovos que no caso da S. Pullorum, pode persistir por meses
(BARROW, 1999).

Segundo SNOEYENBOS (1991) e BARROW e LOVELL (1991), a S.
Gallinarum, S. Pullorum e S. Enteritidis podem ser transmitidas verticalmente por

localizagc&o no aparelho reprodutivo.

KELLER et al. (1997) citam que tanto a S. Enteritidis como a S.
Typhimurium possuem um potencial igual para colonizar o tecido do trato reprodutivo

e 0s ovos em formacgado no oviduto antes da postura.

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

incubados.

Como fontes de infec¢do, podemos citar, além dos animais enfermos, os
animais aparentemente saos que podem ser portadores e eliminadores de
Salmonella e contribuirem para a propagacdo da infeccdo. Estes eliminam os

agentes através das dejecoes.

A colonizacéo das aves € dose dependente e varia com o dia do desafio.
Sabe-se que aves de um dia de idade podem ser colonizadas com menos do que
cinco células de Salmonella e que a colonizacdo em aves mais velhas se da de

forma irregular requerendo doses maiores de Salmonella. Apenas um ovo



contaminado com uma unica Salmonella pode, substancialmente, contaminar outros

ovos e aves em uma incubadora (BAILEY et al., 1992).

2.3.1 Registros de ocorréncia de Salmonella

Apesar das medidas de biosseguranca empregadas na industria avicola,
como também o rigido controle da salmonelose com o sacrificio das aves infectadas,
essa enfermidade ainda continua sendo responsavel por grandes perdas
econdmicas tanto para a avicultura, por causar severos quadros de enterites e baixa
producdo, como também, freqlentes problemas de saude publica (COX et al., 2000).
A presenca de Salmonella em alimentos de origem animal pode alcancar altos
percentuais dado ao nivel elevado de animais com infec¢cfes subclinicas. Segundo
MOSSEL e GARCIA (1985), a carne de frango e outros produtos carneos, ovos e
produtos lacteos sdo os alimentos mais comumente implicados em surtos de

salmonelose.

Trabalho realizado nos Estados Unidos da América, durante o periodo de
1983 a 1987, por TIETIJEN e FUNG (1995) mostrou a ocorréncia de 41 surtos de
salmonelose, sendo que 8,8 % deles estavam associados ao consumo de carne de
frango, 11,2 % ao consumo de carne bovina e 4,1 % decorrente de carnes de perus

contaminados.

Segundo SKOV et. al. (2002), a Salmonella Enteritidis, junto com a
Salmonella Typhimurium, foram responséaveis pelo aumento, na Dinamarca, pelos
casos de salmonelose diagnosticados em humanos na ultima década. HONG’OMBE
et al. (1999) identificaram em varias ocasifes a S. Enteritidis em frangos de corte
abatidos prontos para o mercado. IZAT et al. (1991) realizaram testes para verificar a
ocorréncia, o numero e os sorotipos de Salmonella presentes em carcacas de frango
congeladas, em trés mercados do Arkansas — EUA, os resultados obtidos por esses
autores foram: das 72 amostras, 5 a 34 microrganismos por 100 mL de fluido da

enxagladura das carcacas, sendo considerado pelos autores um numero baixo,



entretanto o percentual de carcacas positivas para Salmonella teve uma variagcdo de
17 % a 50 %, os sorotipos isolados foram S. Typhimurium, S. Paratyphi e S.

Arizonae.

A maioria dos surtos de toxinfeccdo alimentar em humanos tem sido
associada ao consumo de ovos, alimentos preparados com ovos crus ou cozidos e

carnes de frango contaminados com Salmonella (POPPE, 1994).

BARROW (1999) cita que a legislagdo européia requer o controle de
matrizes na esperanca de que essa abordagem de cima para baixo ir4 gradualmente
aperfeicoar a situacédo dos frangos de corte e ovos para o consumo humano, para

gue a saude publica possa ser preservada.

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) indica que a SE parece estar
aumentando no continente norte - americano, sul - americano, Europa e talvez Africa
(RODRIGUES et al., 1990). Alimentos e produtos de origem animal entre eles ovos e
carne de frango tém sido com frequéncia acusados de serem veiculos de infec¢céo
humana por Salmonella. O Codex Alimentarius recomenda a auséncia de qualquer
sorovar de Salmonella em 25 gramas de amostra analisada, incluindo carne de aves
e ovos. Os alimentos de origem animal continuam a ser 0s principais responsaveis

pela infeccdo humana, entre eles a carne de aves, ovos e derivados.

No Brasil, o primeiro relato da ocorréncia de SE em aves foi realizado por
pesquisadores da Universidade de S&o Paulo -USP em 1990 (FERREIRA et al.,
1990).

PEREIRA et al. (1999) isolarem 03 cepas (2,83 %) de Salmonella
Enteritidis de amostras de swabs de cloacas de 106 frangos de corte em quatro
unidades de criagao industrial, do Estado do Rio de Janeiro, sendo as trés amostras
originarias de uma Unica unidade de criacdo. Esses autores analisaram o sistema de
criacdo dessas aves e encontraram que o piso era de chdo batido, possivel

responsavel pelas mas condi¢cdes sanitaria do ambiente.



No passado, os alimentos contendo ovos ja foram o0s principais
causadores de salmonelose nos EUA. Alteracdes na legislacdo e na industria avicola
praticamente eliminaram as salmoneloses associadas com o consumo de ovos e
derivados nas décadas de 70 e 80. Entre as medidas, estava a coleta varias vezes
ao dia e o resfriamento imediato dos ovos em uma temperatura abaixo de 8 °C,
preferencialmente a 4 °C, e a utilizacdo de embalagem, permitindo espacamento e
boa ventilagdo para os ovos. Aparentemente, essas medidas néo tém surtido efeito
no controle dos surtos por SE, que segue sendo uma das principais causas de
infec¢Oes alimentares em todo mundo (SILVA e DUARTE, 2002).

Os custos médicos e as perdas de produtividade devido a infeccdo por
Salmonella nos EUA, estimados em um bilh&o de ddélares em 1987 (ROBERTS,
1988), aumentaram para quatro bilhdes em 1994, sendo a SE o principal agente
causador, e, de acordo com a OMS, os EUA tém a menor incidéncia de SE entre os
paises desenvolvidos (SILVA e DUARTE, 2002). Na Holanda, os custos recentes
das salmoneloses humanas causadas por SE foram estimados em 79,5 milhdes de

Florins anualmente.

No Brasil, levantamento feito entre 1970 e 1990 no Instituto Adolfo Lutz
em Sao Paulo, mostrou que a S. Enteritidis foi caracterizada em apenas 0,37% das
28.658 amostras de fontes humanas e 0,85 % das 14.345 amostras ndo-humanas,
porém, pesquisas desenvolvidas pelo mesmo Instituto, durante os anos de 1991 a
1995, revelaram que a SE foi o sorovar mais comum dentre as Salmonella
identificadas como ilustra a Tabela 1 (TAVECHIO et al., 1996).

A ocorréncia de Salmonella na casca e na gema de ovos de galinhas
ainda é preocupante. Durante o ano de 2000, trabalho desenvolvido em pontos de
venda da cidade de Campinas — SP mostrou que de 124 amostras obtidas no
comércio, 12 (9,6 %) e quatro (3,2 %) foram positivas para a Salmonella na casca e
na gema, respectivamente, sendo a SE 0 Unico sorotipo identificado (OLIVEIRA e
SILVA, 2000).

Em trabalho recente, relacionado ao isolamento de Salmonella em

carcaca congelada de frango, obteve-se como resultado um percentual médio de



contaminacao de 32,0 % sendo considerado alto e preocupante, visto que, mesmo a
carcaca de frango congelada pode veicular Salmonella para seres humanos
(SANTOS et al., 2000).

COSTA (1996) utilizou 150 amostras de frangos representadas por 60
carcacas colhidas em um abatedouro submetido a controle higiénico-sanitario
permanente, 45 carcacas colhidas em abatedouro ndo submetido ao citado controle
e 45 amostras de cortes de frango colhidas no comércio (15 pares de asas, 15 pares
de coxas com sobrecoxa e 15 cortes do peito). O pesquisador pdéde concluir que,
embora o percentual de contaminagéo verificado nas carcacas dos abatedouros com
controle ndo apresentasse uma grande diferenca em relacdo as amostras dos
abatedouros sem controle, é necessario o controle higiénico-sanitario na industria
avicola como forma de reduzir os niveis de contaminacdo dos produtos por

Salmonella.

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

Sorovares de Fontes humanas (%) Fontes ndo-humanas (%)
Salmonella Total Total
91 92 93 94 95 91 92 93 94 95
Typhimurium 11,1 131 11 7,8 4.8 200 99 5 5,8 4.4 2,1 151
Agona 16 125 86 3,6 3,6 18 64 37 36 44 1.2 115
Infantis 172 3,6 28 44 2,8 144 29 7,6 1 49 4 120
Hadar 6,6 5,6 116 1,9 0,8 102 2,6 74 25 2,7 3,6 116
Enteritidis 1,2 2 101 433 649 668 O 0 1,8 22 40,7 546
Outros 37 452 351 27,7 185 782 763 853 616 484
sorovares
Total de 488 305 327 524 610 2254 312 462 916 528 1018 3236
amostras

Fonte: Tavechio et al., (1996)

A contaminacdo de produtos avicolas, de carnes e de ovos para o

consumo humano pode ocorrer através das infecgdes intestinais e sistémicas das
aves, durante o abate e processamento, contato com superficies contaminadas,
pelas maos dos manipuladores e contaminacdo cruzada durante o preparo dos

alimentos, entre outros fatores (SILVA, 1996).



Segundo LILLARD (1989), um levantamento realizado pelo servico de
Inspecéo e Seguranga de Alimentos (FSIS), em 1987, nos EUA, demonstrou que 3 a
4 % dos frangos que chegavam na linha de abate eram positivos para Salmonella
sp., enquanto 35 % das carcacas processadas saiam contaminadas. Esses achados
demonstram que ocorre contaminacdo cruzada durante o processamento dos
frangos. A tecnologia de abate de aves ndo garante um produto livre de Salmonella.
ALMEIDA e SILVA (1992) confirmaram que a depenacdo e evisceracao sdo pontos
criticos de contaminacdo das carcacas por Salmonella durante o abate e

processamento das aves.

CUNHA NETO et al. (1976), citado por COSTA (1996), pesquisaram, em
Belo Horizonte, a presenca de Salmonella em carcacas de frangos em trés
abatedouros e obtiveram uma taxa de positividade de 34 %, sendo identificados os
sorotipos S. Newport e S. Derby. Durante o ano de 1982, CUNHA NETO et al.
realizaram a pesquisa de isolamento em 300 carcacas de frangos provenientes de
duas granjas, detectaram a prevaléncia de 20 % com maior freqiiéncia dos sorotipos

de S. Typhimurium e S. Anatum.

ARUMUGASWAMY et al. (1995), citados por COSTA (1996), analisaram
cortes de frango cru (peito, asa e pescoc¢o) e miudos (figado e moela), obtidos de
supermercados, feiras e lojas varejistas da Malasia e verificaram a presenca de
Salmonella em 13 (39 %) das 33 amostras de cortes, 6 (35 %) das 17 amostras de
figado e 8 (44 %) das 18 amostras de moela analisadas. Os sorotipos identificados
com maior frequéncia foram S. Blockley, S. Enteritidis e S. Chincol.

2.4 PATOGENIA

A infeccdo normalmente ocorre por via oral. Os organismos invadem
rapidamente os tecidos dos hospedeiros, através do tecido linféide, inclusive as

placas de Peyer e, no caso das galinhas, a amigdala cecal e possivelmente também



os enterécitos da mucosa intestinal (POPIEL e TUMBULL, 1985; BARROW, 1999).
Estudos in vitro mostraram que a Salmonella induz o seu engolfamento pela célula
epitelial, em um processo ativo que requer gasto de energia pela célula hospedeira
(CAMPOS, 2002). A invasao ocorre especialmente via superficie apical, onde no
interior de uma distancia critica da célula, a Salmonella induz um rompimento e
elongacédo da microvilosidade procedendo a endocitose. A bactéria atinge a corrente
sanguinea provavelmente de modo intracelular, sendo removida pelo baco, figado e
medula (BARROW, 1999). Pode ocorrer também através das células M, sendo que,
segundo CAMPOS (2002), a S. Typhi parece utilizar apenas a célula M. Essas
células fazem parte da mucosa e se localizam sobre uma cole¢cdo de foliculos
linféides denominadas Placas de Peyer. As células M ingerem bactérias e outros
antigenos por fagocitose e os transportam através da barreira intestinal para os

macroéfagos do tecido subjacente.

Nessa fase acontece a multiplicagcédo bacteriana em uma taxa que reflete a
viruléncia da linhagem em questdo e o fundo genético do hospedeiro. A S.
Gallinarum e S. Pullorum, em galinhas, pode disseminar-se nas fezes apo6s a
infeccdo do tecido linféide na parede do intestino delgado. J4 a S. Typhi é
disseminada nas fezes apos infeccao da vesicula biliar. Em sorotipos mais invasivos,
a infeccdo pode se dar através do trato reprodutivo. A Salmonella Enteritidis pode
colonizar os foliculos preovulatérios interagindo com as células da granulosa
ovariana (THIAGARAJAN et al., 1994).

A adesdo de S. Typhimurium em culturas de células causa uma alteragéo
na superficie da célula hospedeira, caracterizada por alongamento e dilatacdo da
membrana celular, sendo este processo denominado de Ruffling, pois a membrana
celular passa a apresentar um aspecto ondulado (CAMPOS, 2002). A Salmonella se
encontrara no interior de vesiculas endociticas (fagossomos em macrofagos) apos
sua internalizacdo, se multiplicando, mas nunca sao encontradas livres no

citoplasma.

BIER (1981) cita que a S. Typhi penetra pela via digestiva e, durante o
periodo de incubacdo, multiplica-se no tecido linféide da submucosa intestinal

(placas de Peyer) e nos linfonodos regionais. Essa multiplicacédo se da no interior de



macréfagos e plasmacitos, sendo provavel que tais focos de proliferacdo intracelular
atinjam a corrente sanguinea, via linfatico eferente e dutos toracicos. Na primeira
semana da doenca ha bacteremia (hemocultura positiva) e através do sangue ha
propagacdo da Salmonella ao figado, baco e medula déssea, onde prolifera,
ocorrendo reinvasdo do sangue e liberacdo de endotoxina (toxemia). Na segunda
semana, a hemocultura tende a tornar negativa devido ao aparecimento de
anticorpos opsonizantes (anti-O) atingindo o periodo de convalescenca podendo o
doente adquirir a condicdo de portador devido a infec¢gdo cronica da vesicula biliar

(coprocultura positiva).

2.5 PATOLOGIA

A Salmonella tem como orgédo de predilec&o o intestino, onde se instalam
e se reproduzem, conforme as espécies afetadas e o tipo de agente. Quando o
agente etiologico ingressa na corrente sanglinea podera ocorrer a forma
septicémica, quando se observam lesGes hepaticas com aumento de volume do
orgdo e formacdo dos nodulos paratificos, embora esses achados nao sejam
patognomonicos. Caso o0 agente chegue a ultrapassar o figado, podera também ser
observado nos pulmdes, provocando uma pneumonia lobular, geralmente grave
(SATO et. al., 1997).

Macroscopicamente, as lesbes podem apresentar sinais de desidratacao,
pele flacida, saco da gema coagulado ou ndo absorvido, congestao do figado e baco
e presenca de pequenos pontos branco-acinzentados de éareas de necrose,
perihepatite, rins congestos, pericardite com aderéncias, peritonite acompanhada

ocasionalmente por focos necréticos e exsudato caseoso nos cecos (SILVA, 1996).

A infeccdo pode resultar em varias complicagdes, incluindo
gastroenterites, peritonites, hemorragias na camada serosa, no pericardio e periténio
com inflamacé&o deste, estando os 6rgdos contidos na cavidade abdominal, figado,

baco e intestinos recobertos por uma capa fina de fibrina. Inflamacéo congestiva da



mucosa intestinal. Em animais adultos, ocorrem ulceracdes na mucosa, nos 0rgaos
genitais das galinhas, inflamacdo do oviduto e ovario contendo vitelo deformado,
angulosos, as articulagdes com deformagdes (JOVER, 1968; BERCHIERI Jr., 2000).

A pulorose esta fortemente relacionada com a idade, nivel de
contaminacdao, linhagem das aves e manejo. As formas aguda e superaguda dao-se
em pintos de poucos dias de idade. Elas surgem ap0s a eclos&o, podendo evoluir
rapidamente e causar alta mortalidade na segunda semana de vida. Passando as
duas semanas, pode cessar a mortalidade com as aves se recuperando
posteriormente (ROCA et al., 1991). Em alguns casos, a mortalidade pode ser em 25
a 30 % sendo bastante variavel, dependendo do sistema imune das aves e das
condicbes de manejo. As aves com mais idade passam a ter a pulorose na forma
crbnica que repercute na postura das galinhas e em um desenvolvimento lento e

irregular nas aves jovens.

Entre as alteracdes microscopicas, pode-se citar, na forma superaguda,
uma congestédo vascular em varios 6rgaos como figado, baco e rins. Na forma aguda
e sub-aguda, ha pontos necroticos no figado, congestéo renal e nos cecos de aves
jovens ha extensa necrose da mucosa e sub-mucosa com o limen contendo debris
celulares necrosados, misturado com fibrina e heterdéfilos (BERCHIERI Jr., 2000). Ha
serosites no pericardio, pleuroperitbneo e trato intestinal. Em casos agudos,
observam-se lesdes heterofilicas e fibrina, ja em estagios mais tardios encontram-se
apenas linfécitos, plamdcitos e células histiociticas. No aparelho reprodutivo, é

observado ovarites, que resultam em degeneracéo folicular.

O tifo aviario causado pela Salmonella enterica sorovar Gallinarum € uma
enfermidade aguda com um breve periodo de incubacgéo; ndo se pode falar sobre
percentual de mortalidade devido a existéncia de grande variabilidade. ROCA et al.
(1991) citam que ha relatos de percentual de mortalidade em cerca de 100 %. Em
um lote, pode-se observar aves com o quadro clinico da doenca e aves que mostram
aspecto normal de saude. Essa enfermidade apresenta caracteristicas de septicemia
e toxemia. H& congestdo dos o6rgdos internos e destruicdo das hemacias pelo
sistema mononuclear fagocitario com conseguinte anemia. Ha4 esplenomegalia e

hepatomegalia nos quadros agudos. O figado torna-se friAvel com coloracao atipica



(esverdeado) com pontos necroticos (esbranquicado) e hemorragicos. Ha pontos
necroticos também no coracdo e no baco e este possui, ainda, pontos de
hemorragia. Pode ser observado, como na pulorose, processo inflamatorio com
formacdo de nodulos em diversos orgaos (BERCHIERI Jr., 2000). O ovario pode
aparecer atrofiado ou com os foliculos hemorragicos, assim como ocorre na

pulorose.

As aves que estdo enfermas com o paratifo aviario, quando apresentam
um quadro severo, desenvolvem septicemia aguda com rapida morte, sendo que
nesse caso, ndo h& presenca de alteracbes macroscépicas. Quando o curso da
doenca se prolonga, ha enterite severa com necrose focal da mucosa do intestino
delgado. Ha congestéao renal, baco, figado e tubo digestivo e, em pintainhos, pode
haver ma absorgao do tubo digestivo. Em aves adultas, h& atrofia do ovario, foliculos

alterados, hemorragicos e caseosos.

A infeccéo do trato digestivo das aves por Salmonella paratifoides é mais

eficaz e persistente no ceco, reto e inglavio, nessa ordem (HARGIS et al., 1995).

2.6 SINTOMATOLOGIA

A salmonelose tem como caracteristica, de modo geral, a sonoléncia,
fraqgueza, anorexia, diminuicdo da curva de crescimento e amontoamento. Ovos
infectados por Salmonella podem favorecer o aparecimento de pintainhos

moribundos e mortos ja na incubadora.

Em alguns casos, sinais evidentes da infec¢cdo ndo séo observados de
cinco a dez dias ap6s o nascimento dos pintos, mas a doenca ganha impulso nos
proximos sete a dez dias. O pico de mortalidade geralmente ocorre durante a
segunda ou terceira semana de vida, onde as aves ficam prostradas e tendem a se

amontoar para se aquecerem (JOHNSON et al., 1992).



Na pulorose, ha diarréia branca a branco — amarelada com morte
posterior e acomete, principalmente, aves nos primeiros dias de vida, resultante da
transmissdo transovariana. O pico de mortalidade acontece durante a 22 e 32
semana. Ha ericamento das penas, asas caidas e aspecto debilitado, a respiracao
passa a ser dificultosa. Os animais que sobreviverem a enfermidade podem vir a se
recuperar, porém poderédo ser portadores e eliminar a bactéria em seus ovos durante
a postura (BERCHIERI Jr., 2000). A pulorose é mais comum em aves jovens, porém
podem acometer também aves adultas e sua sintomatologia nem sempre € evidente.
Entre os sinais manifestados, observa-se a curva de postura inferior ao padrédo da
linhagem, queda no consumo da racdo, ericamento das penas, crista palida e

retraida. Ha diminui¢c&o da eclodibilidade e diminuicdo da fertilidade.

Ja o Tifo aviario € mais observado em aves adultas, com a diminuicdo da
alimentacdo, aves quietas e prostradas, a diarréia possui coloracdo amarela -
esverdeada a esverdeada. O curso pode ser de cinco a sete dias, podendo se

prolongar. A mortalidade ndo ocorre de uma soé vez.

As infec¢des paratiféides geralmente causam problemas apenas em aves
jovens. Os sintomas sao confundidos com os de outras doencas e incluem
sonoléncia, as aves permanecem paradas com a cabeca baixa e olhos fechados,
ericamento das penas e asas caidas. H4 amontoamento proximo a fonte de calor,
perda de apetite e aumento do consumo de agua, diarréia aquosa profusa e
emplastramento da cloaca (BERCHIERI Jr. e BARROW, 1995).

GAST e BEARD (1990) relatam que a SE, ao infectar os 0Orgaos

reprodutivos de poedeiras, pode proporcionar reducéo da producédo de ovos.

Em seres humanos, as manifestacfes clinicas da infeccdo por Salmonella
variam desde leves sinais intestinais a septicemia, com 0Obitos, em geral, restritos a
recém-nascidos, idosos e pessoas que apresentam algum distlrbio imunoldgico. A
diarréia é o principal sintoma, sua intensidade varia de acordo com o0 paciente,
sendo, na maioria dos casos, ocorrendo a cada 10 a 15 minutos e por varias horas,

passando a ocorrer de duas a trés horas por dia ou mais. Dores abdominais, cdlicas,



febre, nauseas, vomito e dor de cabeca também podem estar presentes (SILVA,
1991).

2.7 MEDIDAS DE CONTROLE E PROFILAXIA

Com o passar dos anos, os métodos para o controle de infeccdo por
Salmonella foram estudados em profundidade (BARROW, 1991). Hoje em dia, a
industria avicola introduziu em diversos paises, medidas para serem aplicadas nos
lotes de reproducéo, para reduzir o perigo de posterior multiplicacdo das Salmonella
nos animais vivos. Esse esfor¢co € continuado durante toda a cadeia de producgéo até
chegar a carne para consumo, ovos e 0s seus produtos, podendo ajudar a alcancar

uma situacao isenta de contaminacao pelos agentes patogénicos (MULDER, 1995).

Muitos séo os fatores que influenciam a contaminacdo das aves, tanto
vivas quanto sacrificadas. Nesse sentido, para se conduzir medidas que visem o
controle e a profilaxia é importante se basear nos fatores que predispdem a
contaminacdo bacteriana e nos conhecimentos anteriormente citados e, desse

modo, minimizar-se-a as perdas ocasionadas por essas bactérias.

2.7.1 Métodos de Diagnéstico

O diagnostico pode servir como forma de diminuir a salmonelose em
humanos e animais. Um diagnostico definitivo e eficaz para pulorose, tifo aviario e
paratifo aviario esta baseado no isolamento e identificacdo da Salmonella. Contudo,
o diagnéstico pode ser complementado pelo historico, sinais clinicos, lesbes e
mortalidade (MACHADO, 2000).



Para o diagnéstico clinico, necessita-se fazer a anamnese bem feita,
acompanhada dos achados clinicos e de necropsia, porém é dificil se analisado
apenas os sintomas e as lesdes, devendo-se fazer o diagnostico diferencial através
da investigacdo bacterioldgica e sorolégica. Os resultados dos exames sorolégicos
precisam ser confirmados com os exames bacterioldgicos. O veterinario devera usar
os achados clinicos e anatomo — patolégicos discutidos anteriormente como uma
arma para direcionar de forma objetiva os exames laboratoriais, pois somente estes

poderéo fornecer, com maior exatidéo, o diagnéstico final.

Para o diagnéstico por isolamento bacteriano de aves com sinais clinicos
da doenga ou suspeitas soroldgicas, € comum a utilizagado de “swabs” de érgéos ou
de fragmentos colhidos com material estéril. No monitoramento de lotes, sdo mais
usadas as coletas através de “swabs” de cloaca, “swabs” de arrasto, cama, fezes
frescas, conteido de comedouros e agua, e, no caso de poedeiras comerciais, 0vos
e embrides também podem ser cultivados (BERCHIERI Jr. e BARROW, 1995).

A escolha do procedimento laboratorial adequado € um pré-requisito
essencial para o isolamento de qualquer microrganismo, pois sabe-se que ha
diversos fatores que podem afetar os resultados de comparacdes de métodos de
isolamento de Salmonella (ALBUQUERQUE et al., 2000). Esses autores utilizaram

diferentes meios de cultivo para o isolamento de Salmonella em matérias-primas.

Entre os exames laboratoriais mais utilizados, pode-se citar: os testes
soroldgicos (ELISA, Hemoaglutinagdo rapida em placas) e os meios de cultivo
bacteriano ( agar Verde Brilhante, agar MacConkey, Salmonella - Shigella, entre

outros).

Segundo OLIVEIRA (1984), para o diagnéstico de portadores da pulorose,
usa-se o teste de Hemoaglutinacao efetuado no proprio aviario, usando antigeno de
laboratério idéneo controlado com soros positivos e negativos na hora da prova, as
aves deverdo estar em jejum por algumas horas, 0 soro e o antigeno devem estar na
mesma temperatura, sendo o resultado lido por um periodo de um minuto, apos a
mistura de uma gota de antigeno e uma gota de sangue colhido da ave. As reacdes

positivas sdo as que apresentarem aglutinacdo em toda a area da superficie.



O teste de soroaglutinacao rapida em placas esta sujeito a alteracdes nos
resultados, podendo encontrar resultados falso-positivos devido o teste apresentar
baixa especificidade e falso-negativos em consequéncia, também, da baixa
sensibilidade (GAST e BEARD, 1990).

BERCHIERI Jr. (2000) cita que os 6rgdos de predilecdo para isolamento
da bactéria sdo o baco, figado, coracéo, ovario, conteudo intestinal, saco da gema,
medula 6ssea, pulmdo e locais lesionados, como a articulagdo (artrite) e sacos
aéreos (aerossaculite). ROCA et al. (1991) citam que na forma aguda septicémica
dos pintainhos, a S. Pullorum pode ser isolada a partir de qualquer 6rgao

parenquimatoso.

2.7.2 Higienizacéo e Controle do Ambiente

A higienizacdo do ambiente é necessaria para um controle efetivo, nao
podendo ser de forma aleatdria, e sim racional. E importante a escolha de
desinfetantes ideais para cada situacdo e ambiente (SALLE e SILVA, 2000). Muitos
s&o sensiveis a variagcdo de pH ou de temperatura. E importante compatibilizar suas
propriedades com as necessidades, levando em conta o tipo de microorganismo que

se pretende controlar, o local e o objeto a desinfetar (SALLE e SILVA, 2000).

O controle, como anteriormente mencionado, € bastante complexo, pois
existem fontes potenciais de contaminacdo como racdo, roedores, insetos,
transporte e o ambiente de processamento de aves. Todas essas fontes sé&o

potencialmente importantes (BAILEY, 2000).

O controle de portadores intermediarios como ratos, passaros e insetos,
também s&o motivos de investigacdo. HENZLER e OPITZ. (1992) isolaram SE de 24

% de ratos capturados e somente 7,5 % do ambiente.



2.7.3 Antimicrobianos

Sulfonamidas e Nitrofuranos podem atuar contra a Salmonella. Esses
reduzem a mortalidade mas ndo evitam que as aves deixem de ser portadoras.
Esses antibidticos podem interferir com a resposta sorolégica e portanto séo contra-
indicados por pelo menos seis semanas antes do teste de pulorose (BERCHIERI Jr.
2000). A furazolidona prestou durante 40 anos grande beneficio a avicultura e a
suinocultura mundial, particularmente, nas atividades tecnificadas. Deve-se muito a
esse nitrofurano o controle da salmonelose. Atualmente, face as novas avaliagdes
toxicologicas e, sobretudo, pelo surgimento de substitutivos mais eficientes e menos
toxicos, esse composto tende a sair do comércio de insumos pecuarios
medicamentosos. A Portaria Ministerial 448/98 proibiu o uso de Cloranfenicol,

Furazolidona e Nitrofurazona para animais produtores de alimentos.

SMITH e TUCKER (1975) afirmam que trabalhos experimentais com a
excrecao fecal de S. Typhimurium por frango de corte demonstraram que
dependendo da escolha do agente antimicrobiano, eles podem n&o ser muito

eficazes, podendo aumentar a excrecdo desses agentes nas fezes.

Segundo BARROW (1999), o abuso de agentes quimioterapicos pode
resultar no desenvolvimento de resisténcia, tanto na flora de coliformes, quanto na
de Salmonella. O controle sobre as vendas e a administracéo (ou a auséncia de tudo
iSso em muitos paises) de antimicrobianos € um sério problema de saude publica em

todo o0 mundo.

O uso de antimicrobianos pode selecionar bactérias resistentes no
ecossistema de uso (SILVA e DUARTE, 2002). Patégenos 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).

A resisténcia é observada no uso de antimicrobianos em dosagens sub-

terapéuticas como meio de se obter melhor produtividade na avicultura industrial.



ELBOUX et al. (2002) citam que houve um aumento de resisténcia de Salmonella ao
acido nalidixico e cefoxitina comparado a amostras isoladas a mais de 10 anos,
detectando, também, aumento de sensibilidade a nitrofurantoina, amicacina e

aztreonam.

A resisténcia pode ser natural ou adquirida. A natural corresponde a uma
caracteristica da espécie bacteriana, e a adquirida, a caracteristica de uma ou mais
amostras da espécie. No primeiro caso, todas as amostras da espécie,
independentemente do local de isolamento, sdo sempre resistente, ja a resisténcia
adquirida, somente parte das amostras € resistente, a propor¢éo destas variando de
lugar para lugar, dependendo basicamente da intensidade do uso do antimicrobiano
(TRABULSI e TOLEDO, 1999).

2.7.4 Imunidade e Vacinacéo

Na ocorréncia do desafio de campo de Salmonella, a imunidade vacinal
impede que as cepas de campo possam aderir ao intestino. Aves apropriadamente
vacinadas podem suportar uma infeccdo e eliminar a bactéria mais rapidamente e

efetivamente do que as aves néo imunes.

As vacinas de Salmonella com cepas mortas e vivas atenuadas estao
sendo empregadas. As vacinas produzidas através de bactérias mortas de
Salmonella tém sido largamente encontradas na protecdo contra as salmoneloses
em experimentos animais, entretanto o nivel e duragdo da protegao sao pobres (LAX
et al., 1995).

O uso de vacinas vivas atenuadas é um meio eficiente de aumentar a
resisténcia contra a infeccao por S. Gallinarum, em que outros métodos de controle
podem néo ser possiveis. WITVLIET et al. citado por BARROW (1999) afirmam que

vacinas contra S. Gallinarum poderiam ser eficazes contra a Salmonella Enteritidis.



SCHARR (2003) cita que o aumento da demanda em proteger o
consumidor impde um alto desafio a industria de produtos alimenticios. Novas
tecnologias em todas as areas estdo voltadas para essas demandas, inclusive a
imunidade conferida por vacinas mais seguras e eficazes, sendo o principal

instrumento para a melhora da seguranca alimentar em produtos avicolas.

2.7.5 Exclusdo competitiva

O aumento da resisténcia aos patdogenos adquirido com a idade tem sido
considerado como consequéncia da instalacdo gradual de microrganismos que
compdem a microflora intestinal. Nesse sentido, métodos vém sendo estudados para
favorecem o desenvolvimento da microbiota ndo patogénica das aves de modo a
exercer competicdo contra os microrganismos. Desse modo, o0s pintainhos adquirem
resisténcia a colonizacao por Salmonella similarmente ao que ocorrem com as aves

adultas.

O uso da microflora para evitar a instalagcdo subsequente de Salmonella
no campo minimiza o problema mas néo protege totalmente as aves e esse método
ndo deve ser utilizado quando a contaminagdo estiver em niveis acentuados em
pintos nos primeiros dias de vida. Existe dificuldade de padronizacdo e controle da
guantidade do uso de cultura mista de flora intestinal de aves adultas para controlar

a colonizacgéao cecal de aves jovens por Salmonella (BERCHIERI Jr., 2000).

BARROW (1999) cita que as tentativas para se produzir uma preparagao
definida resultaram em um produto menos eficaz, sendo muito sensiveis aos efeitos

dos antibidticos promotores de crescimento, o que pode neutralizar a sua eficacia.

O uso de microbiota cecal anaerdbia (MCA), isolada ou em associacéo
com o acido acético, reduz, significativamente, a coloniza¢do do intestino das aves
tanto para a S. Typhimurium quanto para a S. Enteritidis (ANDREATTI FILHO et al.,



1997). Ja o uso isolado do &cido acético, propidnico ou formico isolado néo alterou o
curso da colonizagdo. Porém, o uso dos &cidos organicos e da MCA teve pouco
efeito na reducao da infeccdo sistémica, demonstrando que o uso de MCA tem agao

restrita ao trato digestivo.

OLIVEIRA et al. (1998) citam que cultura em aerobiose de fezes
provenientes de aves adultas é eficaz contra a colonizacao cecal por S. Typhimurium
e S. Infantis, SEO et al. (2000) citam que o uso da flora intestinal normal de aves
como parte de um regime de exclusdo competitiva pode fornecer em pintos de um
dia protecao contra a colonizacdo de Salmonella e prevenir o estabelecimento de

infecgéo persistente de SE.

3. JUSTIFICATIVA

A salmonelose vem constantemente sendo apontada como uma das
principais doengas causadoras de grandes prejuizos econémicos a industria avicola
(Pulorose e Tifo aviario), bem como uma enfermidade de constante preocupacao na
saude publica (Paratifo aviario). Para empregar programas sanitarios eficientes no
controle dessa enfermidade, é necessario conhecer os niveis de contaminacdo de
aves destinadas ao consumo humano, como também realizar a tipificacao,
destacando os principais sorotipos causadores da salmonelose em nossa regiao, e

detectar quais os antimicrobianos mais efetivos no combate as bactérias isoladas.



4. HIPOTESE CIENTIFICA

E possivel isolar e tipificar Salmonella de produtos avicolas destinados ao
consumo humano da Regido Metropolitana de Fortaleza e identificar os

antimicrobianos mais eficientes no combate a salmonelose.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

e Realizar o Isolamento e a tipificacdo de Salmonella spp. da cadeia produtiva de

frango de corte da Regido Metropolitana de Fortaleza - Ceara.

5.2 Objetivos Especificos

e Realizar o isolamento e a tipificacdo de Salmonella spp. em lotes de frangos de
corte nas fases inicial, recria e final com: um, 20 e 45 dias de idade
respectivamente.

e Realizar o isolamento e a tipificacdo de Salmonella spp. de carcacas de frangos
de corte oriundas de abatedouros sem fiscalizagéo federal.

e Realizar o isolamento e tipificacdo de Salmonella spp. de carcacas (resfriadas e
congeladas) de frangos de corte, prontas para o consumo, adquiridas de pontos

comerciais.



e Identificar, In vitro, os antimicrobianos mais eficazes contra as cepas de
Salmonella isoladas e tipificadas da Regido Metropolitana de Fortaleza.
e |dentificar as Enterobactereaceae mais freqlientes em fezes e carcacas de

frangos de corte.

6. MATERIAL E METODOS

6.1 LOCAL DE EXECUCAO

As analises laboratoriais foram realizadas no Unidade Laboratorial Animal
(UNILAN)/MAPA/CE e no BIOLAB/CE para os cultivos bacterianos, confirmacao
sorologica e teste de sensibilidade aos antimicrobianos, e a tipificagéo das cepas foi

realizada pelo Instituto Adolfo Lutz em Séo Paulo.

6.2 AMOSTRAS DA FASE DE PRODUCAO DE FRANGO DE CORTE

Foram coletadas fezes de 21 lotes de frangos de corte de quatro granjas
industriais localizadas no Estado do Ceara, em trés fases de criacdo (01, 20 e 45
dias), totalizando 63 amostras. As coletas foram realizadas através de um “pool” de
100 amostras de fezes frescas distribuidas dentro de um galpéo, acondicionadas em
sacos plasticos estéreis e encaminhadas ao laboratério de execucdo, estando desta
forma de acordo com os critérios adotados pelo Plano Nacional de Sanidade Avicola
— PNSA (Brasil/MAARA, 2002).



6.3 AMOSTRAS DE PRODUTOS AVICOLAS DESTINADOS AO CONSUMO

Foram coletadas carcacas de frango vendidas em pontos comerciais,
prontas para o consumo. Essas amostras foram divididas nas seguintes categorias:
carcacas de frango recém - abatidas oriundas de dois abatedouros sem fiscalizacao
federal (14 amostras), carcacas de frango resfriadas (18 amostras); carcacas de

frango congeladas (19 amostras).

6.4 ANALISE MICROBIOLOGICA

Tanto as amostras de fezes (fase de producéo do frango de corte) quanto
as amostras de carcagas prontas para o consumo, foram colhidas aleatoriamente em
dias normais de manejo, abate e comercializacdo de empresas distintas da Regido
Metropolitana de Fortaleza. Para a manipulacdo das fezes, utilizou-se pesagem de
25 g para cada 225 mL de agua peptonada tamponada a 0,1 % (BRASIL, MAARA,
2002), ja as carcacas foram submetidas ao método de “enxaguiadura”, citado por
COX et al. (1978), realizado com adicao de 300 mL de agua peptonada tamponada
a 0,1 %. As solugdes provenientes desse método foram vertidas em frascos tipo

Erlenmeyer.

O cultivo bacteriano seguiu as normas estipuladas pelo Plano Nacional de
Sanidade Avicola (BRASIL, MAARA, 2002) com algumas modificagces. O protocolo
iniciou-se com o pré-enriguecimento da seguinte forma: uma vez no laboratorio, as
solucdes resultantes do processo de enxaguiadura foram mantidas a temperatura de
incubacdo a 37 °C por 24 h. Apbés esse periodo, o passo seguinte foi de
enriguecimento seletivo, que consistia na retirada de aliquotas do preé-
enriguecimento para os meios Rappaport-vassiliadis na propor¢cdo de 1:100 e
Selenito Cistina na propor¢éo de 1:10. De cada uma das culturas de enriguecimento

seletivo, utilizou-se uma alca de niquel-cromo e aliquotas foram semeadas de forma



asséptica em placas contendo os meios agar Verde Brilhante, agar MacConkey e
agar Salmonella — Shigella. A temperatura de incubacéo foi padronizada em 37 °C

por um periodo de 24 h.

A identificacdo presuntiva foi realizada através das culturas obtidas do
plagueamento seletivo. Dessa forma, foram colhidas, com auxilio de uma agulha de
platina previamente flambada, amostras de cada uma das placas semeadas, sendo
escolhidas entre duas e trés colbnias sugestivas para Salmonella e incubadas em
tubos contendo agar inclinado Triplice Acucar Ferro (TSI) e agar inclinado Lisina-
Ferro (LIA). Para a realizagcdo da prova do Indol, foi utilizado o meio SIM (Sulfeto,
Indol e Motilidade) que caracteriza as bactérias em relagcdo a motilidade, a producao
de sulfeto e a reacao de Indol. A prova do Citrato também foi realizada. A incubacéao
seguiu a temperatura de 37 °C por um periodo de 24 h. Assim sendo, as bactérias
foram classificadas quanto ao género de acordo com as caracteristicas bioquimicas

apresentadas nessas provas.

As Colbnias classificadas biquimicamente como Salmonella foram
submetidas a sorologia com soros polivalentes anti-Salmonella somatico (O) e
flagelares (H). As colbnias suspeitas foram transferidas, com al¢a de niquel-cromo,
para laminas de vidro contendo gotas de solucdo salina a 0,85%. Apds a
homogeneiza¢cdo de cada cultura, foi acrescida uma gota de soro polivalente anti-
Salmonella somaticos (O) e flagelares (H), sendo positivas as amostras que
apresentassem aglutinacdo na mistura. As amostras positivas foram conservadas
em agar Nutriente, sendoentdo encaminhadas ao Instituto Adolfo Lutz em S&o Paulo

para a tipificacao.

Para a comparagéo entre as diversas categorias das amostras foi utilizado
o teste ndo paramétrico para analises qualitativas Qui-quadrado (x2), considerando

como diferenca estatistica uma probabilidade de 5% (p< 0,05).



6.5 TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

Foi verificado o comportamento de todas as amostras isoladas de
Salmonella spp frente a agcdo de antimicrobianos. As cepas foram submetidas a
testes de sensibilidade segundo método de KIRBY-BAUER (BAUER et al., 1966).

Cada uma das cepas foi inoculada em caldo BHI e incubadas por 24 h a
37 °C. Apo6s esse periodo, cada amostra foi semeada de modo uniforme em placas
contendo agar de Mueller Hinton. Para tal, utilizou-se “swabs” esterilizados os quais
foram mergulhados na cultura e retirado o0 excesso por pressao na parede interna do
tubo. As placas permaneceram a temperatura ambiente por cinco minutos antes da

aplicacao dos discos.

Os discos impregnados com os antimicrobianos foram distribuidos nas
placas, com auxilio de uma pinca previamente flambada, de forma asséptica e
pressionados levemente contra a superficie do meio. As placas foram incubadas a
37 °C por 24 h. Os antimicrobianos utilizados foram Ampicilina (10 pg), Amoxicilina
(20 pg), Amicacina (30 ng), Norfloxacina (10 ug), Tetraciclina (30 pg), Cloranfenicol
(30 ng), Netilmicina (30 pg), Gentamicina (10 png), Sulfonamida (300 pg) e
Carbenicilina (100 ng).

A leitura dos halos de inibicao foi realizada com utilizacdo de uma régua
milimetrada, comparando os valores obtidos com a tabela padréo. A classificacéo
das amostras em resistentes e sensiveis seguiu de acordo com o estabelecido pelo
National Comittee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), para os isolados que
apresentaram resisténcia intermediaria foram considerados resistentes, seguindo o

procedimento utilizado pelo UNILAN.



7. RESULTADOS

7.1 ISOLAMENTO DE Salmonella spp.

A presenca de Salmonella foi investigada em amostras de fezes de 21
lotes de frangos de corte em trés fases de producéo, totalizando 63 amostras. Nesta
etapa do experimento n&o foi obtido nenhum isolamento dessa bactéria,
evidenciando que os lotes pesquisados encontravam-se livres de contaminagao por
Salmonella. O resultado pode ser indicativo de que as granjas da Regido

Metropolitana de Fortaleza apresentaram um bom estado de higiene e manejo.

Com relacédo as amostras das carcacas de frango destinadas ao consumo
humano (recém - abatidas, resfriadas e congeladas), foram isoladas cepas de
Salmonella nas trés categorias pesquisadas neste experimento como representa a
Tabela 2.

Tabela 2 — Isolamento e tipificacdo de Salmonella em carcacas de frango destinadas

ao consumo humano e vendidas em pontos comerciais de Fortaleza,

Cearé, Brasil.
Carcacas Amostras (n) Isolados (%) Salmonellaisoladas (n)
Recém - abatidas 14 2(14,3) S. Panama (2)
Resfriadas 18 3(16,7) S. Newport (1); S. Enteritidis
(2)
Congeladas 19 1 (5,26) S. Enteritidis (1)
Total 51 6(11,8)

n — NUmero de amostras

Nao diferiram estatisticamente — (p < 0,05)

Dentre as amostras de carcacas de frango recém - abatidas, foi isolada a

Salmonella Panama (14,3 %). Os achados relacionados as analises das carcacas



resfriadas evidenciaram alto indice de contaminacdo (16,7 %), onde foram
encontradas SE e S. Newport. Os isolados de carcagas congeladas de frango,
destinadas ao consumo humano, corresponderam ao menor indice de isolamento
(5,26 %). Dentre as empresas que comercializam aves congeladas a Unica cepa
isolada foi de SE.

As amostras mostraram variagdes quanto a contaminacao por Salmonella,
porém essas diferencas existentes entre as diversas categorias de carcacas de

frangos de corte analisadas néo foram significativas estatisticamente (p<0,05).

O Grafico 1 representa a distribuicdo das cepas isoladas, onde pode-se
observar que das seis Salmonella isoladas houve predominancia da Salmonella
Enteritidis, sugerindo maior risco para a saude publica ao consumir carcagcas mal

conservadas.

Gréfico 1 — Percentual de isolados de Salmonella em carcacas de frango destinadas

ao consumo humano e vendidas em pontos comerciais de Fortaleza,

Ceara, Brasil.

OS. Enteritidis

& S. Newport

50%
B S. Panama

Entre os isolados, destaca-se a Salmonella Enteritidis (Grafico 1) que
apresentou maior percentual de isolamento (50 %) seguida da Salmonella Panama

(33,3 %) e da Salmonella Newport com 16,6 % dos isolados.

Os testes de sensibilidade aos antimicrobianos mostraram resultados
preocupantes (Tabela 3). O comportamento dos isolados de carcaga de frango frente
a acao de antimicrobianos demonstra que todos eles apresentaram resisténcia a
Ampicilina e Tetraciclina. Quatro isolados - Salmonella Panama (1) e Salmonella

Enteritidis (3) — apresentaram resisténcia a Amoxicilina. Trés isolados - Salmonella



Panama (1) e Salmonella Enteritidis (2) — foram resistentes a Sulfonamida, enquanto
gue apenas um isolado de S. Enteritidis apresentou resisténcia a Amicacina e um

isolado de S. Panama apresentou resisténcia a Norfloxacina.



Tabela 3 — Comportamento de sorovares de Salmonella isoladas de carcacas obtidas na industria e comércio de Fortaleza, Ceard, Brasil, frente a

acdo de antimicrobianos

Resisténcia aos seguintes antimicrobianos

Salmonella N° de amostras AM TT AMO AMI GEN NET SUL NOR CLO CAR

(10) (30) (10) (30) (10) (30) (300) (10) (30) (100)

Panama 2 2 2 1 - - - 1 1 - -

Newport 1 1 1 - - - - - - - -

Enteritidis 3 3 3 3 1 - - 2 - - -

Total (%) 100,0 100,0 100,0 66,7 16,7 - - 50,0 16,7 - -
AM — Ampicilina TT — Tetraciclina AMO — Amoxicilina ~ AMI —-Amicacina GEN — Gentamicina

NET — Netilmicina SUL — Sulfonamidas NOR — Norfloxacina CLO — Cloranfenicol CAR - Carbenicilina



7.2 ISOLAMENTO DE ENTEROBACTERIAS DE FEZES E CARCACAS DE
FRANGOS DE CORTE

Paralela a pesquisa de Salmonella, foi realizada a identificacdo de outras
bactérias da familia Enterobactereaceae, quanto ao género, presentes naS fezes e
em carcacas de frango. Para SUZUKI (1994), o amadurecimento do sistema imune e
a instalacdo gradual da microbiota intestinal impedem a colonizagdo do trato
digestorio por microrganismos patogénicos. Alguns autores tém demonstrado que
enquanto a grande maioria das enterobactérias € inibida com o aumento da idade

das aves, outras, no entanto, sdo isoladas mais frequentemente.

Os resultados obtidos evidenciaram a presenca de enterobactérias
presentes nas fezes e nas diversas categorias de carcagas prontas para a
comercializacdo. Através das provas bioquimicas, foi possivel identificar as
seguintes enterobactérias: Proteus sp, Arizona sp., Enterobacter sp., Citrobacter sp.,
Pseudomonas sp., Edwardsiella sp., Escherichia coli, Klebsiella sp. e Shigella sp.
Pode-se observar na tabela 4, que houve uma variacdo quanto a identificacdo do

namero de bactérias entre as diversas categorias de amostras analisadas.

Tabela 4. Frequéncia de isolamento de enterobactérias em amostras fecais e
amostras de carcacas de frangos de corte prontas para a comercializagao

em Fortaleza, Ceard, Brasil.

FEZES CARCACAS CARCACAS CARCACAS
) (30 Amostras®) RECEM- RESFRIADAS CONGELADAS
ENTEROBACTERIAS ABATIDAS (18 Amostras) (19 Amostras)
(14 Amostras)

N/ % n/% n/ % n/ %
Proteus sp. 26 /86,7 13/92,9 11/61,1 10/52,6
Arizona sp. 21/6,7 - - -
Enterobacter sp. 20/66,7 4/28,6 2/111 2/10,5
Citrobacter sp. 216,7 - - 1/53
Pseudomonas sp. 216,7 - - 2/10,5
Edwardsiella sp. 1/33 - - -
Escherichia coli 18 /60 10/71,4 9/50,0 5/26,3
Klebsiella sp. 216,7 - 3/16,7 3/15,8
Shigella sp. 4/13,3 2/14,3 1/5,6 -

n=numero de amostras isoladas
% = Percentual de amostras positivas
* = Amostras analisadas



Diante desses resultados pode-se observar uma ligeira queda no nimero
de isolamentos, salientando que as carcacas de frangos recém - abatidas ainda
possuem uma elevada carga microbiana, demonstrado pelo alto percentual de
contaminacdo em alguns géneros de bactérias como: Proteus sp.; Escherichia coli e
Shigella sp. e Enterobacter sp. Esse resultado, possivelmente, tem como causa a
falta de controle sanitario presente nos estabelecimentos de abate, visto que esses
estabelecimentos ndo sofriam nenhum tipo de fiscalizacdo sanitaria. A frequéncia de
isolados das carcacas resfriadas e, mais ainda, de carcacas congeladas mostraram
gueda na contaminacdo bacteriana, excetuando-se as bactérias: Pseudomonas sp.;

Klebsiella sp. e Citrobacter sp. como mostra a tabela 4.

8. DISCUSSAO

A salmonelose € uma das zoonoses bacterianas mais problematicas para
saude publica principalmente por ser sua epidemiologia bastante complexa
(ZANCAN et. al., 2000), sendo a carne de frango um produto de alto risco, pois 0
sistema de producédo e abate de frangos favorece a presenca de Salmonella no

produto final.

Vérios sdo os métodos existentes para determinar a contaminagao por
Salmonella em amostras (READ et al.,1994), sendo a investigacédo da presenca das
salmonelas nos lotes de aves através do exame bacterioldgico das fezes um método
sensivel (AHO, 1992), permitindo melhores resultados, mais confiaveis, quando
comparados com a pesquisa da bactéria em swabs cloacais e pesquisa de
anticorpos no soro das aves (GIESSEN et al., 1991), tendo a vantagem de néao

causar estresse nas aves e ser mais representativa.

A auséncia de Salmonella nas 63 amostras de fezes dos lotes de frangos
de corte produzidos na Regido Metropolitana de Fortaleza demonstra um bom

estado de higiene e manejo, estando de acordo com os registrados por MOREIRA
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(2002), que néo isolou Salmonella em pintos de um dia de idade provenientes de
empresas produtoras de frangos de corte desta mesma regido. No entanto, GAMA
(2001) encontrou em pintainhas de poedeiras comerciais contaminagdo por
Salmonella Enteritidis, sendo que ZANCAN et. al. (2000) encontrou Salmonella em

44,45 % das caixas que transportavam pintainhas destinadas a postura comercial.

O controle da infeccdo de aves por Salmonella continua sendo
importantissimo para o sucesso da avicultura industrial. Esses resultados mostram a
preocupacao dos técnicos que trabalham na avicultura em evitar o aparecimento de
enfermidades em planteis avicolas e, de forma mais intensa, a preocupacdo em
impedir a presenca de Salmonella paratificas nos rebanhos avicolas, para evitar a

participacédo das aves em casos de infeccdo alimentar em seres humanos.

Com relagéo as amostras das carcacas de frango destinadas ao consumo
humano, foram isoladas Salmonella nas trés categorias de carcacas pesquisadas

nesse experimento.

As amostras mostraram variagdes quanto a contaminacao por Salmonella,
porém essas diferencas, entre as formas de conservacdo das carcacas, nao foram

significativas estatisticamente (p<0,05).

Como mostrado na Tabela 2, o isolamento total de Salmonella
representado em 11,8 % € considerado alto, pois o Codex Alimentarius estipula a
contaminacgdo zero em 25 g de alimento analisado, entre eles aves e ovos (SANTOS
et. al.2000). O percentual encontrado, mesmo sendo considerado elevado, € inferior
aos descritos por SANTOS et. al.(2000) que encontraram um indice de
contaminacdo de 32,0 % e ARVANITIDOU et. al.(1998) encontraram 69,0 %. Ja os
percentuais (14,8 % e 9,21 %) de isolamento em carcacas encontrados por

SHARMA (1992) foram similares aos obtidos por esta pesquisa.

A presenca de Salmonella Panama (14,3 %) em carcacas de frango
recém - abatidas junto com o alto indice de contaminacao por SE e S. Newport em
carcacas de frango resfriadas sugerem que a qualidade dos abatedouros bem como

as técnicas empregadas durante o abate deverdo ser revistas. NAVARRO et. al.
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(1995) afirmam que o numero de casos de toxiinfec¢do alimentar em humanos na
América Central e Sul cresceu consideravelmente, principalmente devido ao sorotipo
Enteritidis (SANTOS et. al.,, 2000). A importancia do manipulador durante o abate
tem sido estudada por diversos autores, pois a falta de higiene favorece a
propagacdo de contaminantes nas superficies das carcacas. PETHER e GILBERT
(1971) analisaram o grau de eliminagcdo de S. Anatum nas pontas dos dedos de
voluntarios, previamente contaminados. Os pesquisadores verificaram que o
isolamento de Salmonella da polpa digital desses individuos, depois de lavadas as
maos com agua corrente e sabdao por um periodo de 15 segundos, sendo
diretamente proporcional & populagdo bacteriana na hora do in6culo, sendo 100 %

positivas com indculo de 10° e 30 % na faixa de 103 a 10* desta bactéria.

Com relagdo aos isolados em carcagas resfriadas, uma pertence a
Salmonella enterica sorovar Newport e as outras duas pertencentes ao sorovar
Salmonella Enteritidis, 0 que é bastante preocupante, pois trabalhos de outros
pesquisadores relatam que o grande responsavel hoje em dia pelas infeccdes
alimentares em humanos ocasionadas por Salmonella € o sorovar Enteritidis.
Resultados apresentados por COSTA et al. (1996) demonstraram que a
contaminacdo de carcaca resfriada é alta e poucos sao os relatos em carcacas

congeladas.

SANTOS et. al. (2003) utilizaram 272 isolados de S. Enteritidis, dos quais
111 foram isolados de carcaca de frango congeladas, 126 de alimentos e material
biolégico de humanos envolvidos em episédios de toxinfecgdo alimentar humana e
35 de diferentes materiais de origem avicola, sendo o fagotipo 4 predominante entre

eles.

ROBERTS (1982) observou um percentual de 80 % de contaminagdo em
carcaca congelada, esse resultado, em conjunto com o presente trabalho, indicam a
possibilidade da carcaca, mesmo congelada, veicular Salmonella para os seres
humanos. Em contrapartida, FORSTER e MEAD (1976) afirmam que o
congelamento da carcaca tende a reduzir ou prejudicar a sobrevivéncia das

enterobactérias.
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Semelhantemente aos relatos de ZANCAN et. al. (2000) e GAMA (2001),
a Salmonella Enteritidis predominou entre os sorotipos isolados das carcacas.
Segundo BERCHIERI Jr. e BARROW (1995), as Salmonella, entre elas: a SE,
podem alcancar a corrente sanguinea, disseminarem-se pelo organismo animal,

sendo excretadas ao ambiente em grande numero pelas fezes.

Dentre os isolados tipificados (Grafico 1) a Salmonella Newport teve o
menor numero de isolamentos. A cepa isolada que predominou neste experimento
foi a Salmonella Enteritidis (50,0 % ). Este resultado concorda com os obtidos por
SANTOS et. al. (2003) e dados internacionais (RODRIGUES et. al. 1990).

KINDE et. al. (1997) obtiveram sete isolamentos de SE em &guas
oriundas de desagles das plantas de tratamento de abatedouro municipais no
Estado da California dos 683 isolados de Salmonella. CORTINEZ et. al. (1995)
isolaram S. Newport e S. Panama de amostras colhidas em rios da Argentina, e
similarmente aos sorotipos identificados deste experimento, HOFER et. al. (2000),
também isolaram estes sorotipos em carne de equideos abatidos do nordeste

brasileiro.

MACHADO et al. (1994) encontraram, em amostras cecais, logo apés o
abate, 10 % de Salmonella e, em carcacas prontas para o consumo, 13,3 % dessa
mesma bactéria em um abatedouro avicola de Santa Catarina durante os anos de
1989 e 1990.

E comum o surgimento de Salmonella resistentes aos antimicrobianos e
este fato tem sido agravado com o uso indiscriminado de antibiéticos em racdes
animais como promotores de crescimento. Os testes de sensibilidade aos
antimicrobianos demonstraram resultados preocupantes, pois todos os isolados
apresentaram resisténcia a ampicilina e tetraciclina com 100 % de resisténcia
bacteriana, estando de acordo com os resultados encontrados por CORTINEZ et al.
(1995) que observaram Salmonella com sensibilidade a gentamicina e cloranfenicol,
0 mesmo ndo ocorrendo com a tetraciclina. BERCHIERI JR. (1983) encontrou o
percentual de resisténcia a tetraciclina de 77,0 % e ANTUNES et. al. (2003)

encontraram um menor percentual de isolados resistentes a tetraciclina (36,0 %).
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BOKANYI JR. et. al. (1990) encontraram os percentuais de 3,6 % de resisténcia a
ampicilina e 34,5 % a tetraciclina. BOKANYI JR. et. al. (1990), LEE et. al. (1993) e
NASCIMENTO et. al. (1997) apresentaram resultados semelhantes em relacdo a
sensibilidade ao cloranfenicol (100,0 %). LEE et. al. (1993) e SANTOS et. al. (2000)
apresentaram resultados iguais em relacdo a resisténcia total a ampicilina. Nossos
resultados demonstraram que 66,7 % dos isolados apresentaram resisténcia a
Amoxicilina, enquanto que ANTUNES et. al. (2003) encontraram 19 %, 19 % e 3 %
de isolados de Salmonella em aves resistentes a amoxicilina, carbenicilina e
cloranfenicol, respectivamente. A baixa porcentagem dos isolados resistentes as
sulfonamidas esta de acordo com resultados encontrados por ARVANITIDOU et.

al.(1998) que registraram 19,35 % das cepas isoladas resistentes a ampicilina e

poucas cepas resistentes a sulfafurazole.

Com base nos resultados, admite-se que o sistema produtivo do frango de
corte criado em nossa regido tem excelente qualidade microbioldgica, através de alto
padrdo de controle sanitario e manejo, porém perdendo qualidade na etapa final,
através do processo de abate para a comercializa¢éo local, faltando, neste sentido,
rigido controle de qualidade da carne destinada ao consumo humano de nossa
regido. Os resultados do teste de sensibilidade aos antimicrobianos servem de
alerta, pois o0 uso indiscriminado de antimicrobianos como promotores de
crescimento e no tratamento de infecgBes tem contribuido para o crescente aumento

de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos.

Em relacdo as enterobactérias isoladas, o género Proteus foi o que
apresentou maior numero de isolamentos das amostras analisadas, seguido da
Escherichia coli e do género Enterobacter. Os Proteus sdo patdgenos em potencial,
embora seu envolvimento com as doencas de origem alimentar ainda sejam
discutiveis. No entanto, sdo muito importantes na deterioragcdo dos alimentos
(FRANCO e LANDGRAF, 1996). A presenca desses microrganismos nao esta
relacionada diretamente com infec¢gbes, e sim como agentes contaminantes. O
Proteus é, por exceléncia, um germe envolvido com a decomposicado de carcacas e
pode ser encontrado tanto em fezes e aguas de esgotos, como em carnes
putrefeitas, feridas supuradas e outras (BIER, 1981). As bactérias do grupo Shigella

sao responsaveis pela shigelose ou disenteria bacilar, caracterizando-se por invasao
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e destruicdo da camada epitelial da mucosa com intensa reacdo inflamatéria
(CAMPOS, 2002). Segundo FRANCO e LANDGRAF (1996), as bactérias do grupo
coliformes sao divididas em totais e fecais, sendo que, os coliformes totais séo
bactérias da familia Enterobactereaceae capazes de fermentar a lactose com
producdo de gas, quando incubados a temperatura de 35 a 37 °C, durante um
periodo de 48 h. Fazem parte deste grupo a Escherichia, Enterobacter, Citrobacter e
Klebsiella, todas essas isoladas em nosso experimento. Sdo encontradas nas fezes
e em outros ambientes como vegetais e solo. Os coliformes fecais correspondem
aos coliformes totais que possuem capacidade de continuar fermentando lactose
com producdo de gas quando incubados a temperatura de 44 a 45,5 °C. Atualmente,
muitos laboratérios, estdo preferindo enumerar as bactérias pertencentes a familia
Enterobactereaceae como todo, pois as bactérias do grupo coliforme sdo mal
definidas taxonomicamente e numeros falsos eram obtidos. As enterobactérias séo
uma familia de bacilos Gram-negativos, com muitas propriedades em comum.
Embora possam ser encontrados amplamente na natureza, a maioria habita o
intestino do homem e dos animais, seja como membros da microbiota normal ou

como agentes de infecc¢ao.
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9. CONCLUSOES

Os resultados encontrados neste estudo indicaram que os lotes de
frangos de corte da Regido Metropolitana de Fortaleza encontravam-se em boa
gualidade quanto ao controle microbiologico de Salmonella. Entretanto, as carcacas
de frango destinadas ao consumo humano, sendo elas recém - abatidas, resfriadas
ou congeladas apresentaram indices de contaminacao indicativos de ma qualidade
no controle microbiolégico, sendo necesséria a adogdo de rigorosas medidas
higiénico-sanitarias em abatedouros e comércio, para reduzir o percentual de
carcacas de frangos de corte contaminadas por enterobactérias patogénicas e,
consequentemente, reduzir 0s riscOs que esses microrganismos apresentam para a

saude publica.

Embora as diferencas de contaminacdo por Salmonella entre as
categorias de carcagas analisadas nao tenham sido significativas, houve evidéncias
gue sugerem o menor risco de contaminacdo, ndo somente por Salmonella, mas

também por outras enterobactérias, em carcacas congeladas.
Em relacéo a acdo dos antimicrobianos, os isolados apresentaram maior

resisténcia a ampicilina e a tetraciclina, e todos os isolados foram sensiveis a

gentamicina, a netilmicina, ao cloranfenicol e a carbenicilina.
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Resumo

A pesquisa teve como objetivo isolar e comparar meios de cultura para enterobactérias provenientes de
amostras fecais de frangos de corte. Utilizou-se diferentes meios de cultura para o isolamento de
enterobactérias em amostras fecais de frangos de 10 lotes de granjas industriais do Estado do Ceara, Brasil,
em trés fases de criacdo (1, 25 e 45 dias). Os resultados demonstraram a presenca de enterobactérias em
todos os lotes em diferentes fases de criacdo, observando-se uma ligeira queda no nimero de isolamentos
em relacdo a idade do frango. Os resultados totais das trés idades foram: Proteus sp.(86,7%), Enterobacter
sp.(66,7%), Escherichia coli(60%), Shigella sp.(13,3%), Pseudomona sp.(6,7%), Citrobacter sp.(6,7%)
Arizona sp.(6,7%), Klebsiella sp.(6,7%) e Edwardsiella sp.(3,3%). A bactéria Proteus apresentou o maior
namero de isolamentos em todas as fases de criagdo, havendo queda apenas na fase final. O contrario
ocorreu com as bactérias Klebsiella e Pseudomona que houve ligeiro aumento durante a fase final do
frango. A combinagdo dos meios de cultivo Caldo Selenito-cistina + Agar MacConkey e Caldo Selenito-

cistina + Agar Salmonella-Shigella obteve melhor taxa de isolamentos para os Proteus.

Abstract

This work was designed to isolate and compare culture medias to enterobacteria isolation from broiler
feces samples. The enterobacteria isolation was performed using differente culture medias. The feces
samples belonged to ten industrial broiler flocks at three different ages (1, 25 and 45 days of age) in Ceara
State, Brazil. The results showed that all analyzed broiler flocks presented enterobacteria and there was a
small descrease in the rate of isolations in relation to the crescent broiler ages. The total results of isolation
in the three age samples were: Proteus sp.(86,7%), Enterobacter sp.(66,7%), Escherichia coli(60%),
Shigella sp.(13,3%), Pseudomona sp.(6,7%), Citrobacter sp.(6,7%) Arizona sp.(6,7%), Klebsiella
sp.(6,7%) and Edwardsiella sp.(3,3%). The bacteria Proteus sp. were the most isolated in all ages, and
showed a decrease in the isolation rate in the last age. However, the bacteria Klebsiella sp. and

Pseudomona sp. had an increase in the isolation rate in the last age. The comparison of culture medias

72



73

showed that the samples processed with Selenite Cystine + MacConkey Agar and Selenite Cystine +

Salmonella-Shigella Agar presented the best isolation rates to Proteus sp.

Introducéo

A cadeia produtiva do frango de corte depende da bioseguranca e da qualidade dos produtos que séo
ofertados a populacéo, visto que esta fonte de proteina é mais acessivel e barata. O intenso processamento
de produtos avicolas necessita de constantes averiguacdes a respeito de sua qualidade microbiolégica. A
microbiota intestinal das aves € composta de inUmeras espécies bacterianas, formando um sistema
complexo e dindmico (Silva, 2000). Varios sd@o os produtos de origem animal que podem ser responsaveis
por surtos de infeccbes alimentares em humanos. Estes alimentos quando sdo processados
inadequadamente durante a linha de abate podem ser contaminados por produtos fecais podendo muitas
vezes ndo causar, directamente, problemas de saude mas podem levar a uma degradacdo do alimento,
diminuindo consideravelmente o tempo de vida de estocagem dos produtos, que do ponto de vista
econdmico e sanitario, isto é altamente desfavoravel. Robbs e Robbs (1979) com o objectivo de avaliar as
condicdes microbioldgicas de produtos carneos comercializados no Rio de Janeiro observaram que varios
produtos encontram-se contaminados com niveis acima do padrdo de contaminantes aceitaveis e os indices
indicadores de condi¢fes higiénico-sanitarias e contaminagdo fecal (coliformes totais e estreptococos
fecais), revelam sempre maiores percentagens de contaminac¢do. Quando as salmonelas estdo presentes no
alimento, em geral, 0 seu nimero é pequeno em relacdo ao restante da microflora, por conseguinte, torna-se
necessario o emprego de meios de pré-enriquecimento selectivo para melhor isolamento (Carvalho e Costa,
1979).

Devido ao saprofitismo de alguns microrganismos no trato gastrintestinal das aves, varios agentes
tém sido frequentemente isolados a partir do material fecal. Desta maneira, as aves tém sido consideradas

como importante fonte de disseminacdo das bactérias intestinais para 0 meio ambiente e deste para o
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homem, podendo a cama dos galpdes conter uma populacgéo diversificada de microrganismos, alguns deles
potencialmente patogénicos para 0 homem, aves ou ambos (Carvalho et al., 2001).

Os coliformes representados pelos géneros Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Hafnia
e Citrobacter, fermentadores de lactose da familia Enterobactereaceae, sdo frequentemente utilizados como
indicadores higiénico-sanitario no controle de qualidade de agua e alimentos. Sabe-se, contudo, que o
grupo coliforme ndo se comporta de maneira uniforme no que diz respeito a especificidade de habitat e
tempo de sobrevida em outros ambientes que ndo o trato intestinal (ICMSF, 1983).
Este trabalho teve por objectivo isolar enterobacteriaceas patogénicas presentes na criacdo industrial de
frango de corte produzidos na Regido Nordeste brasileira, bem como, comparar diferentes meios de

enriquecimento e plaqueamento para o cultivo bacteriano.

Material e Métodos

Foram coletadas fezes de 10 lotes de frango de corte de granjas industriais localizadas no Estado do
Ceard, em trés fases de criacdo (01, 20 e 45 dias), totalizando 30 amostras. As colectas foram realizadas
através de um “pool” de 100 amostras de fezes frescas distribuidas dentro de um galpao, acondicionadas
em sacos plasticos estéreis e encaminhados ao laboratério de execucdo, estando desta forma, de acordo
com os critérios adoptados pelo Plano Nacional de Sanidade Avicola - PNSA (Brasil/MAARA, 2002).

Para o procedimento de identificagdo microbioldgica das enterobactérias foi utilizado o protocolo
experimental que inicia-se com o pré-enriquecimento; as fezes foram pesadas e homogenizadas utilizando-
se a proporcado de 25 g para cada 225 mL de dgua peptonada tamponada a 0,1 % e incubadas a temperatura
de 37 °C por um periodo de 24 h. Em seguida, utilizou-se o enriquecimento selectivo apds a fase de pré-
enriquecimento. Aliquotas de 0,1 e 1 mL dessa cultura pre-enriquecida, foram retiradas para 0s meios,
rappaport-vassiliadis (contento 10 mL) e selenito cistina (contendo 10 mL), respectivamente. Os tubos
contendo estes meios foram incubados e em seguida semeados em placas contendo meios selectivos
indicadores. Em cada uma das culturas de enriquecimento selectivo, utilizou-se uma alca de niquel-cromo

onde as aliquotas foram semeadas de forma asséptica em trés placas contendo os seguintes Agar: Verde-
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brilhante; MacConkey e Salmonella-Shigella. A incubacédo foi realizada sob uma temperatura de 37°C por
um periodo de 24 h.

A identificacdo presuntiva foi realizada através das culturas obtidas no plaqueamento selectivo,
destas foram colhidas com auxilio de uma agulha de platina previamente flambada, amostras de cada uma
das placas semeadas. Foram escolhidas entre trés a cinco col6nias com as mesmas caracteristicas para
realizacdo das provas bioquimicas através de tubos contendo os meios Agar inclinado triplice agucar ferro
(TSI) e Agar inclinado lisina-ferro (LIA). Para a realizagdo da prova do Indol, foi utilizado o meio SIM
(Sulfeto, Indol, Motilidade) que caracteriza as bactérias em relacdo a motilidade, a producéo de sulfeto e a
reacdo ao Indol. A prova do citrato também foi realizada. Todas as provas foram realizadas sob uma
temperatura de incubacéo de 37 °C por um periodo de 24 h. Assim sendo, as bactérias foram classificadas
quanto ao género de acordo com as caracteristicas bioquimicas apresentadas nestas provas.

Para comparacéo entre os diversos tipos de meios de isolamento bacteriano foi utilizado o teste

ndo parameétrico para analises qualitativas do Qui-quadrado.
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Resultados e discusséo

Os resultados obtidos evidenciaram a presenca de enterobactérias em todos os lotes em
diferentes fases de criacdo: inicial (um dia de idade), crescimento (20 dias de idade) e final (45 dias de
idade). Através das provas bioquimicas foi possivel identificar as seguintes enterobactérias: Proteus
sp.(86,7%), Arizona sp. (6,7%), Enterobacter sp. (66,7%), Citrobacter sp. (6,7%), Pseudomona sp. (6,7%),
Edwardsiella sp. (3,3%), Escherichia coli (60%), Klebsiella sp. (6,7%) e Shigella sp. (13,3%). Podemos
observar, através da tabela 1, que houve uma variacdo quanto a identificacdo do nimero de bactérias entre

as diversas fases de criacéo.

Tabela 1. Frequéncia de isolamento de enterobactérias em amostras fecais de dez lotes de frango de

corte em trés fases de criagéo.

INICIAL CRESCIMENTO FINAL
, (1 dia de idade) (20 dias de idade) (45 dias de idade)

BACTERIAS ne (+) % ne (+) % n° (+) %

Proteus sp. 10 100 10 100 6 60
Arizona sp. 1 10 1 10 0 0
Enterobacter sp. 7 70 8 80 5 50
Citrobacter sp. 1 10 1 10 0 0
Pseudomona sp. 0 0 0 0 2 20
Edwardsiella sp. 1 10 0 0 0 0
Escherichia coli 7 70 7 70 4 40
Klebsiella 0 0 0 0 2 20
Shigella sp. 1 10 0 0 3 30

n= ndmero de amostras isolada

Diante destes resultados podemos observar uma ligeira queda no numero de isolamentos no
decorrer da idade, possivelmente devido ao crescimento da microflora intestinal das aves contribuindo para
que estas sejam inibidas. Outra possivel hipdtese poderia estar relacionada a acdo dos antibidticos
utilizados nas aves como promotores de crescimento, pois segundo Silva et al. (1999), os promotores de
crescimento ndo atuam de forma uniforme contra as bactérias. J& Suzuki (1994) afirma que o
amadurecimento do sistema imune e a instalacdo gradual da microbiota intestinal impedem a colonizagéo
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do trato digestivo por microrganismos patogénicos. Alguns autores tém demonstrado que enquanto a
grande maioria das enterobactérias € inibida com o aumento da idade das aves, outras, no entanto séo
isoladas mais freqlientemente Suzuki (1994). A bactéria do género Proteus foi a que apresentou maior
namero de isolamentos em todas as fases de criacdo, havendo queda apenas na fase final. O contrario
ocorreu com as bactérias Klebsiella e Pseudomona que houve ligeiro aumento durante a fase final de
criacéo.

Os Proteus sdo bacilos méveis, com flagelos peritriquios. Sdo patégenos em potencial, embora seu
envolvimento com as doencas de origem alimentar ainda seja discutivel, embora sejam muito importantes
na deterioracdo dos alimentos (Franco e Landgraf, 1996). A presencga destes microrganismos ndo esta
relacionada directamente com infecgdes, e sim como agentes contaminantes. Hobbs e Roberts (1999) citam
que estas bactérias estdo relacionadas as intoxicacGes em peixes escombrdides, podendo 0s seres humanos
apresentar sintomas como: nauseas; vomitos; inchacgos ao redor dos olhos; lingua e gengiva com cianose,
coceiras, dor de cabeca e dificuldade respiratdria. O Proteus é, por exceléncia, um germe envolvido com a
decomposicdo de carcacas e pode ser encontrado tanto em fezes e adguas de esgotos, como em carnes
putrefeitas, feridas supuradas e outras (Bier, 1981). Segundo Landgraf e Franco (1996) as bactérias do
grupo coliformes sdo divididos em totais e fecais, sendo que, os coliformes totais sdo bactérias da familia
enterobactereaceae capazes de fermentar a lactose com producdo de gas, quando incubados a temperatura
de 35 a 37 °C, durante um periodo de 48 h. Fazem parte deste grupo a Escherichia, Enterobacter,
Citrobacter e Klebsiella, todas estas isoladas em nosso experimento. Sdo encontradas nas fezes e outros
ambientes como vegetais e solo. Os coliformes fecais correspondem aos coliformes totais que possuem
capacidade de continuar fermentando lactose com producéo de gas quando incubados a temperatura de 44 a
45,5 °C. Actualmente, muitos laboratdrios, estdo preferindo enumerar as bactérias pertencentes a familia
enterobactereaceae como todo, pois as bactérias do grupo coliforme sdo mal definidas taxonomicamente e
nameros falsos eram obtidos. As enterobactérias sdo uma familia de bacilos gram-negativos, com muitas

propriedades em comum. Embora possam ser encontrados amplamente na natureza, a maioria habita o
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intestino do homem e dos animais, seja como membros da microbiota normal ou como agentes de infeccao
(Trabulsi e Campos, 2002).

As bactérias do grupo Shigella foram isoladas em quatro amostras. Estas bactérias sdo
responsaveis pela shigelose ou desinteria bacilar, caracterizando-se por invasdo e destruicdo da camada
epitelial da mucosa com intensa reaccdo inflamatéria (Campos, 2002). As enterobactereaceae e 0s
lactobacillus isolados da mucosa cecal de galinhas adultas podem inibir in vitro o desenvolvimento de

Salmonella enterica sorovar Typhimurium através de mecanismos separados (Craven e Williams, 1997).

Tabela 2. Isolamento de enterobactérias em diferentes meios de enriquecimento em 30 amostras

analisadas.
MEIOS DE ENRIQUECIMENTO
Bactérias RV SV RM SM RS SS Total (+)
Proteus 52 102 02 21P 104 2020 26
Arizona 12 12 12 28 02 02 2
Enterobacter 02 02 16¢ gbe 7be 4b 20
Citrobacter 02 02 28 12 02 02 2
Pseudomonas 02 02 02 28 02 02 2
Edwardsiella 12 02 02 02 02 02 1
Eschecherichia coli 02 02 12b 10° 6° 02 18
Klebsiella 02 02 02 28 12 22 2
Shigella 02 02 02 02 220 4b 4
TOTAL 7 11 40 46 26 30 22
a,b,c — Letras minusculas diferentes entre as colunas expressam diferencas significativas (p< 0,05).
RV- Caldo Rappaport-vasiliadis + Agar Verde Brilhante SV- Caldo Selenito-cistina + Agar Verde Brilhante

RM- Caldo Rappaport-vasiliadis + Agar MacConkey ~ SM- Caldo Selenito-cistina + Agar MacConkey
RS- Caldo Rappaport-vasiliadis + Agar Salmonella-Shigella SS— Caldo Selenito-cistina + Agar Salmonella-Shigella

Podemos observar, na tabela 2, que para o isolamento de Proteus os meios SM e SS foram o0s
que obtiveram melhor crescimento, diferindo estatisticamente (p<0,05) dos demais meios. Enquanto que

para o isolamento de outras bactérias como Arizona, Citrobacter, Pseudomonas, Edwardsiella e Klebsiella
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estes resultados ndo apresentaram diferencas estatisticas. Entretanto o meio SM foi o que apresentou o
maior numero de isolados seguidos pelos meio RM e RS, respectivamente.

Nossos resultados demonstram que poucas foram as combinacdes que atingiram 100% dos
isolados em relacdo ao numero total de isolamentos para cada bactéria, demonstrando a necessidade de
varios meios para a determinacdo da qualidade microbioldgica de uma amostra. Edwards e Ewing, (1972)
afirmam que melhor que os resultados apresentados por um caldo sobre outro, seria a utilizagdo combinada

de mais que um deles.
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ABSTRACT

Abstract

The objective of this research was to perform the first isolations and verify the susceptibility
to antimicrobial agents of isolated strains of Salmonella sp. from poultry products in Ceara
State, Brazil. There were 114 samples divided in, 63 broiler carcass from two slaughter-
houses and two supermarkets and 51 feces samples from broiler farms in Ceara Sate with
three differents production phases and each sample consisted of a pool of 100 fresh feces. The
samples were submitted to the microbiological analyses and the isolated Salmonella strains
were submitted to antimicrobial sensitivity test. The results showed that the broiler farms in
Ceara State had good sanitary status, because there was no isolation of Salmonella on feces
samples, while the broiler carcass samples showed high contamination rates, with 11,8%.
There were three serotype identification: Salmonella enterica sorovar Enteritidis, 50 %;
Salmonella enterica sorovar Panama 33 % and Salmonella enterica sorovar Newport, 17%.
The susceptibility tests to antimicrobial agents presented 100% of Salmonella resistance
against Ampicillin and Tetracycline but none against Gentamicin, Netilmicin, Carbenicillin,

Chloramphenicol.
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INTRODUCTION

Brazil is one of the biggest broiler producers in the world. To maintain this annual
productivity it is necessary a rational growth with emphasis in the quality of the poultry
products. This way, the government adopts sanitary programs with the objective of
controlling diseases that promote economic and health problems. The general procedures of
prophylaxis and the norms of biological security applied in all the aviculture phases (broiler
grand-parent farms, broiler parent farms, commercial broiler chick farms and incubators)
hinder but don’t impede the presence of bacteria. Among the pathogenic microorganisms in
the industrial aviculture, the genus Salmonella assume a big importance.

Related to public health there are Salmonella that cause the paratyphoid infection, like
Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium, Salmonella infantis and Salmonella agona
that are considered important sources of food-borne illness. These bacteria are not related
with specific diseases and are capable to infect indistinctly many species of animals, including
humans (Lax et al., 1995).

The importance of Salmonella in the public health is very significant, for example
nearly 84% of food-borne human ilnesses in Scotland from 1980 to 1989 (Oboegbulem et al.,
1993) and 81% in Italy from 1991 to 1994 (Scuderi et al., 1996) were attributed to
Salmonella. According to the Centers for Disease Control and Prevention in United States,
Salmonella is responsible for 1,34 million of illnesses, 16,430 hospitalizations and 582 deaths
each year (Mead et al., 1999). The total annual cost resulting from food-borne Salmonella
infections in United States has been estimated at up to US$3.5 billion dollars (U.S.
Department of Agriculture, 1995).

The epidemiology of Salmonella infections in birds is very complex (Hinton, 1988),
being difficult to determine how a flock was infected or how the dissemination occurred in the
flock. Hong’ombe et al., (1999) identified in many situations the S. enteritidis in broiler
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carcasses ready for market. Many authors have identified the poultry products as infection
fonts of Salmonella that causes enteritis in humans (Dhillon et al., 2001). Approximately 10%
of salmonellosis cases are caused by poultry meat and in the United States exists between 15
to 20 cases of salmonellosis to each 100,000 people (Bryan and Doyle, 1995). According to
Skov et al., (2002) the number of diagnosed cases of salmonellosis in humans from Denmark
increased in the last decade, and the serotypes S. enteritidis and S. typhimurium were more
commonly isolated.

The principal outbreaks of human salmonellosis have been characterized due to
consume of incorrectly managed aliments in restaurants and institutional Kitchens. The
incorrect cooking of aliments, the slow freezing, the maintenance of aliments for many hours
without refrigeration have been demonstrated as factors that contribute to the appearance of
disease in humans (Costa, 1996).

It is possible to find reports related to detection and outbreaks of salmonellosis in
broiler carcasses and aliments with egg contents, in spite of the programs of Brazilian
Agriculture Ministry to the control of poultry pathogens. There are factors related with these
isolations and the principal are the incorrect management of many companies, the
epidemiologic complexity of Salmonella and the insufficiency of sanitary fiscalization during
the production and commercialization phases of products of animal origin. However, studies
related to contamination with Salmonella in chickens are practically inexistent in our region.

In that respect, it is necessary the constant monitoring of the sanitary quality of birds
for human consume in Ceara State, Brazil. This way, the objective of this research was the
isolation and identification of Salmonella serotypes in production and commercialization
phases of broilers and verification of behavior of the Salmonella spp. strains in relation to the

use common antimicrobial drugs.
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MATERIALS AND METHODS

Samples of production phase

The feces collection occurred in 21 flocks of broilers at three breeding ages: initial (1
day of age), growth (20 days) and final (45 days), totaling 63 samples, from poultry
companies in Ceara State. Each sample consisted of a pool of 100 fresh feces collected,
randomly, from the commercial broiler houses. The collected samples were maintained in
sterile plastic sacks and were sent to the analyses laboratory, according to the criteria adopted

by the National Program of Poultry Sanity-PNSA (Brasi/MAARA, 2002).

Samples of broilers for consume

The broiler carcasses were collected from commercial points, and were divided in
the following categories: fresh carcasses (14 samples), from two slaughter-houses without
federal sanitary fiscalization being collected seven samples from each one; refrigerated
carcasses (18 samples), being ten from “RA” company and eight from “RB” company and
frozen carcasses (19 samples), being ten samples from “CA” company and nine from “CB”

company.

Microbiological analysis

The feces samples (in production phase) and the carcasses (for consume) were
collected randomly at normal days of management, slaughter and commercialization. To the
feces analyses 25 g were diluted in 225 mL of buffered peptone water at 0.1 % and the carcass
samples were submitted to the method “carcass wash”, through the addition of 300 mL of
buffered peptone water at 0.1 % described by Cox et al., (1978). The solutions that belonged

from this method were transferred to Erlenmeyers.
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The bacterial culture followed the norms stipulated by National Program of Poultry
Sanity (Brasil/ MAARA, 2002) with some modifications. The protocol beginned with
preenrichment: the solutions resulting of the process “carcass wash” were incubated at 37 °C
for 24 hours. Later, aliquots from preenrichment were inoculated in selective enrichment
liquid medias in ratio of 1/100 in Rappaport-vassiliadis broth and 1/10 in Selenite-Cysteine
broth. A loopful of each broth was streaked on plates of Brilliant Green agar, MacConkey
agar and Salmonella-Shigella agar. The temperature and the period of incubation were
standardized at 37 °C for 24 hours, respectively for all the stages.

From each plate two or three suspected colonies of Salmonella were collected for
presumptive identification by biochemistry tests. The medias utilized for presumptive
identification were: Triple Sugar Iron agar inclined (TSI); Lisine-lron agar inclined (LI1A);
Sulfur Indol Motility (SIM) and the Citrate test. They were incubated at 37 °C for 24 hours.

The colonies with biochemistry profile of Salmonella were submitted to serologic
tests using polivalent sera against O and H Salmonella antigens. The colonies that
agglutinated during the period of one to two minutes were considered positive for Salmonella
and were conserved in Nutrient agar. Isolates were sent to Adolfo Lutz Institute in Sdo Paulo

city, Brazil, for complete identification and serotyping.

Antimicrobial sensitivity test
The behavior of all the strains isolated of Salmonella sp. was verified in relation to the
action of antimicrobial drugs. The strains were submitted to sensitivity tests according to the
BAUER-KIRBY method (Bauer et al., 1966).
Each one of the strains was inoculated in BHI (brain and heart infusion) broth and
after 24 hours of incubation at 37 °C they were screened through sterile swabs on plates with

Mueller-Hinton agar.
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The plates were maintained in environment temperature for a period of five
minutes and later the diffusion disks with antimicrobial drugs were distributed on the plates
and incubated for 24 hours at 37 °C. The antimicrobial drugs were: Ampicillin (10 ug);
Amoxycillin (10 ng); Amikacin (30 ug); Norfloxacin (10 pg); Tetracycline (30 ug);
Chloramphenicol (30 pg); Netilmicin (30 ug); Gentamicin (10 ug); Sufonamide (300 pg) e

Carbenicillin (100 pg).
The interpretation of results were done by measuring inhibition zones with the use of a
millimeter scale rule. The results were presented as resistant or sensitive according to

National Comittee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2000).

Statistical Analysis
To comparison of the companies and the categories was applied the non parametric test to
qualitative analysis Chi-squared (x2) considering as statistic difference a probability of 5% (p<

0.05).

RESULTS

The presence of Salmonella spp. was investigated in feces samples of 21 flocks from
three production phases, totaling 63 samples. There was no isolation in this experimental
phase, evidencing that the analyzed flocks were free of Salmonella infection.

There was Salmonella isolation in all categories of analyzed broiler carcasses to

human consume, as shown in Tablel.

88



89

Table 1 — Isolation and typifying of Salmonella from broiler carcasses

Carcasses Isolation (%)  Samples (n) Isolated strains (n)
Fresh 2 (14.3) 14 S. panama (2)
Refrigerated 3(16.7) 18 S. newport (1); S. enteritidis (2)
Frozen 1 (5.26) 19 S. enteritidis (1)
Total 6 (11.8) 51

n- number of samples
Without statistic difference (p<0.05%)

Among the samples of fresh carcasses there was isolation of Salmonella panama
(14.3%). The fidings related to refrigerated carcasses showed the high rate of contamination
with Salmonella enteritidis and Salmonella newport (16.7%). The lowest rate of isolation was
in frozen carcasses, with the isolation of Salmonella enteritidis (5.26%).

There was variance of Salmonella contamination among the carcasses samples,

however these differences were not statistic significant (p<0.05%).

Graphic 1- Percentage of Salmonella isolated strains from broiler carcasses
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Among the isolated strains, Salmonella enteritidis presented the highest rate of

isolation (50%), followed by Salmonella panama (33.3%) and Salmonella newport (16.6%).

The results of antimicrobial sensibility tests are in Table 2. The behavior of the
isolated strains from broiler carcasses in relation to the action of antibiotics shows that all the

isolated strains present resistence against Ampicilina and Tetraciclina. Four isolates:
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Salmonella panama (1) and Salmonella enteritidis (3) presented resistance to Amoxycillin.
Three isolates: Salmonella panama (1) and Salmonella enteritidis (2) were resistant to
Sulfonamide, while just one isolate of Salmonella enteritidis presented resistance to Amikacin

and one isolate of Salmonella panama presented resistance to Norfloxacin.

Table 2 - Antimicrobial sensibility test to Salmonella strains isolated from broiler
carcasses

Resistance to antibiotics (ug)

Salmonella N°ofsamples AMP TET AMO AMI GEN NET SUF NOR CHL CAR
(10) (30) (10) (30) (10) (30) (300) (10) (30) (200)

Panama 2 2 2 1 - - - 1 1 - -
Newport 1 1 1 - - - - - - - -
Enteritidis 3 3 3 3 1 - - 2 - - -
Total (%) 100,0 100,0 100,0 66,7 16,7 - - 50,0 16,7 - -
Legend: AMP —  Ampicillin, AMO - Amoxycillin, AMI — Amikacin,

NOR - Norfloxacin, TET — Tetracycline, CHL — Chloramphenicol, NET — Netilmicin,
GEN — Gentamicin, SUF — Sulfonamide, CAR — Carbenicillin

DISCUSSION

Salmonella is one of the most important sources of food-borne illness to human health,
principally for the complexity of Salmonellosis epidemiology (Zacan et al., 2000). The broiler
meat is a product of high risk, according to Berchieri, (2000) the production system and the
broiler slaughter facilitate the presence of Salmonella in the final product.

There are many methods to verify the contamination of Salmonella in samples (Read
et al., 1994). The bacterial analysis of feces is a sensitive test (Aho, 1992) and present better
results when compared to the methods through the utilization of cloacal swabs and antibody
research in avian serum, and there is an advantage that does not cause stress and is more

representative (Giessem et al., 1991).
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The absence of Salmonella in the 63 samples of feces from broiler flocks in Ceara
State shows the good management and hygiene, these results are agreeing with Moreira,
(2002), that did not found Salmonella in 1 day old broiler chicks from poultry companies in
the same region. However, Gama (2001) found Salmonella enteritidis contamination in
commercial layer chicks and Zancan (2000) verified 44.45% of Salmonella contamination in
the transport boxes of commercial layer chicks.

Regarding the broiler carcasses samples, there were isolations in all kinds of carcasses
analyzed in this experiment, as shown in Table 1.

Among the fresh carcasses, there was the isolation of Salmonella panama (14.3%).
The findings related to refrigerated carcasses demonstrated high level of contamination
(16.7%) with Salmonella enteritidis and Salmonella newport. The lower rate of contamination
occurred in frozen carcasses (5.26%) with the isolation of Salmonella enteritidis.

The total rate of Salmonella isolations in broiler carcasses was 11.8% and is
considered high, because the Codex Alimentarius stipulates 0% of contamination to 25 g of
analyzed food, including poultry meat and eggs (Santos et al., 2000). This percentage is
inferior to the results described by Santos et al. (2000) with 32% of contamination, by
Machado and Bernardo (1990) with 57% of contamination, by Plummer et al. (1995) with
23% and Arvanitidou et al. (1998) with 69%. Our results are similar to the percentage verified
by Sharma (1992) with 14.8% and 9.21% of contamination on broiler carcasses. However our
results are superior to the results reported by Verde et al.,, (2003) that found 3.6% of
Salmonella contamination on broiler carcasses and the U.S. Department of Agriculture that
reported that the national pathogen-reduction program reduced the incidence of Salmonella
contamination on broiler carcasses to less than 10% in 2000 (U.S. Department of Agriculture,

Food Safety and Inspections Service, 2000).
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The presence of Salmonella panama (14.3%) in fresh broiler carcasses and the high
rate of Salmonella enteritidis and Salmonella newport in refrigerated broiler carcasses
supposes that the slaughter process must be observed. Navarro (1995) affirms that the number
of food-borne disease increased considerably in Central and South America, principally by
Salmonella enteritidis (Santos et al., 2000). The importance of the responsible slaughter
manipulator has been studied for many authors, because the lack of hygiene favors the
dissemination of contamination of broiler surfaces. Pether and Gilbert, (1971) analyzed the
level of dissemination of Salmonella anatum from the extremity of fingers from human
volunteers previously infected. They verified that the isolation of Salmonella from the finger
extremity of these people was direct proportional to the inoculated bacterial population, the
results were 100% positive to 108 bacteria inoculated and 30% to the interval of 10% to 10*
bacteria inoculated.

Among the three isolated strains in refrigerated carcasses, one was Salmonella
newport and the other two were Salmonella enteritidis, and that is dangerous, because many
authors report that Salmonella enteritidis, among the genus Salmonella, is the principal source
of food-borne disease (Ferris et al., 1999; Rodrigue et al., 1990; Plummer et al., 1995;
Banatvala et al., 1999). According to Costa et al., (1996) there are high levels of
contamination on refrigerated carcasses and there are few reports about Salmonella in frozen
carcasses.

Santos et al., (2002) verified that from 272 isolates of Salmonella, 111 were in frozen
carcasses, 126 in food and biological human material involved with cases of food-borne
diseases and 35 in different poultry materials, and the phagetype 4 was the most prevalent.

Roberts (1982) observed a percentage of 80% of contamination in frozen carcasses.

This result and our experiment are indicative of the possibility of broiler carcasses, even
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frozen, disseminate Salmonella to humans, however Foster and Mead (1976) affirm that the
carcass freezing decreases or prejudices the survival of the family Enterobacteriaceae.

Among the strains isolated and characterized (Graphic 1) the Salmonella newport, has
the lowest rate of isolation in broiler carcasses. According to Uyttendaele et al., (1998)
Salmonella newport was the most prevalent Salmonella isolated in turkeys, and this serotype
is not commonly isolated from chickens (Bokanyi et al., 1990; Ferris et al., 1999; Poppe et
al., 1998). Salmonella enteritidis was the most prevalent isolate in this experiment (50%).
This result is agreeing with Santos (2003) and Rodrigues et al. (1990).

Kinde et al., (1997) verified seven isolates of Salmonella enteritidis from 683 isolated
strains in the water coming from slaughter-house in districts of California State. Other
contamination fonts were described by other authors, like Cortinez et al., (1995) that isolated
Salmonella newport and Salmonella panama from samples of water from rivers in Argentina
and Hofer et al., (2000) isolated these serotypes from equine meat in the Northeast Region of
Brazil.

It is common the appearance of Salmonella strains resistant to antibiotics and that can
be consequence of the large use of antibiotics on feed as growth promoters. The antimicrobial
sensibility tests in this experiment showed dangerous results, because all the isolates
presented resistance to Ampicillin and Tetracycline with 100% of bacterial resistance. These
results are agreeing to the findings of Cortinez et al. (1995) that observed strains with
sensibility to Gentamicin and Chloramphenicol and with sensibility to Tetracycline. Berchieri
et al., (1983) verified 77% of resistance to Tetracycline and Antunes et al., (2003) found 36%
of Salmonella strains resistant to Tetracycline. Bokanyi et al., (1990), Lee et al., (1993) and
Nascimento et al., (1997) showed similar results with 100% of sensibility to
Chloramphenicol. Lee et al., (1993) and Santos et al., (2000) presented similar results with

100% of resistance to Ampicillin. Our results showed that 66.7% of isolates had resistance to
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Amoxycillin, while Antunes et al., (2003) found 19%, 19% and 3% of resistance to
Amoxyecillin, Carbenicillin and Chloramphenicol, respectively. The low isolation rates of
Salmonella strains resistant to sulfonamide are agreeing with Arvanitidou et al., (1998) that
verified 19.35% of resistance to Ampicillin and few strains were resistant to sulfafurazole.
According to the results, the broilers produced in Ceara State had good
microbiological quality during the production phase, however in the meat processing and
commercialization we observed a decrease of microbiological quality of poultry products
analyzed in this experiment. Regarding to antimicrobial sensibility tests, the results are

worrying, because 100% of isolates were resistant to Ampicillin and Tetracycline.
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Foto 1 - Meios de enriquecimento seletivo (Selenito Cistina e Rappaport Vassiliadis)
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Foto 2 - Agar Verde-brilhante: a — positivo para Salmonella, b — negativo para
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