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RESUMO

A criagao de galinhas de fundo de quintal no Brasil ¢ uma atividade importante, uma vez
pode oferecer proteina a baixo custo para familias que vivem em condi¢des de subsistéucia,
assim como contribuir na geracdo de renda. Nesse tipo de criagdo, ¢ comum observar que nao
ocorre nenhum programa de biosseguridade especifico, as instalagdes avicolas apresentam-se
precarias e os criadores nao se preocupam com a qualidade da alimentagdo oferecida as aves,
0 que pode resultar em problemas sanitarios. Em fun¢do de todas essas deficiéncias de
biosseguridade observadas, especula-se que essas aves, assim como os seus subprodutos,
sejam reservatorios de Salmonella spp., patdgeno responsavel por problemas infecciosos em
seres humanos e em animais também responsavel por perdas econdmicas na avicultura
industrial. A salmonelose ¢ uma das zoonoses que trazem transtorno a satide publica mundial
devido a capacidade de causar toxi-infec¢ao alimentar associada ao consumo de carne de aves
e de produtos avicolas, podendo levar o individuo ao 6bito. Devido a importancia desse
micro-organismo para saude publica e pela escassez de publicagdes relacionados a esse tema
no Brasil, esse trabalho teve como objetivo investigar a presenca de Salmonella spp. em
galinhas de fundo de quintal (GFQ) e realizar um levantamento das enterobactérias
encontradas nos ovos comercializados nas principais feiras livres da cidade de Fortaleza. Foi
realizada coleta de material cloacal em swabs em 405 galinhas caipiras de 18 criatorios e de
dez ovos por propriedade para andlise microbiologica do contetido interno e da casca. Nas
feiras livres, foram adquiridos 90 ovos. Apds coletados, os swabs cloacais foram colocados
em Agua Peptonada (AP) e em seguida foi transferido 0,1 mL e 1 mL da amostra para RV e
Selenito Cistina contendo novobiocina (SCN), respectivamente. Apos 24 horas a 37°C foi
realizado plaqueamento em Agar Verde Brilhante (AVB) ¢ Agar MacConkey (MC). As
colonias suspeitas para Salmonella spp. foram submetidas a identificacdo bioquimica, sendo a
temperatura e periodo de incubag¢do padronizados em todas as etapas em 37°C/24h,
respectivamente. Os ovos coletados nas propriedades foram quebrados em becker e incubados
em estufa bacteriologica a 37°C/24h. Em seguida, com a utilizagdo de swabs, o conteudo
interno dos ovos era recolhido e transferido separadamente para tubos contendo (RV) e para
(SCN), contendo 10 mL respectivamente. Os ovos das feiras livres foram processados da
mesma forma que os ovos das propriedades, sendo realizados testes bioquimicos adicionais.
Nao houve isolamento de Salmonella spp. nas amostras de swabs nem de ovos. Contudo, foi
possivel isolar Escherichia coli, Citrobacter, Enterobacter spp., Proteus spp., Providencia
spp., Klebsiella spp., Shigella spp., Yersinia spp. dos ovos das feiras livres. De acordo com a
metodologia utilizada, podemos sugerir que GFQ de Fortaleza possuem o status sanitario
satisfatorio em relagdo a Salmonella spp. Por outro lado, os ovos de feiras livres ndo
apresentam boas condi¢des higiénico-sanitarias em relagdo as enterobactérias em geral.

Palavras-chave: Sa/monella spp . Galinha. Fundo de quintal. Ovos.



ABSTRACT

Backyard chicken rearing is an important activity in Brazil, since it provides low cost protein
for the families that live in subsistence conditions and contributes to the family income. In
this type of production, usually there are no specific biosecurity programs, the poultry
facilities are precarious and the owners do not care for the quality of the feed provided to the
animals, which may result in sanitary problems. Due to these biosecurity deficiencies
commonly observed, we speculate that these birds, as well as their byproducts, are reservoirs
of Salmonella spp., which is a pathogen responsible for infectious problems in humans and in
animals, but also economic losses in the poultry industry. Salmonellosis is a zoonosis of
international concern for the public health due to the capacity of causing foodborne infections
associated with the poultry meat and by products consumption, with the risk of death. Due to
the importance of this microorganism to the public health and the scarcity of studies related to
this theme in Brazil, this study aimed to investigate the presence of Salmonella spp. in
backyard chickens (BYC) and to perform a survey of Enterobacteriaceae in eggs
commercialized in the main free markets of Fortaleza city. Individual cloacal swabs were
collected from 405 backyard chickens from 18 houses and 10 were also collected for analysis
of eggshell and internal content from each sampled household. From the free markets, 90 eggs
were collected. Once sampled, the swabs were incubated in Peptone Water and aliquots of
0.ImL and ImL were placed in Rappaport-Vassiliadis broth and Selenite-Cystine broth added
Novobiocin, respectively. After 24h at 37°C, aliquots of each broth were streaked in plates
containing Brilliant Green agar and MacConkey agar. Suspect colonies for Sa/monella spp.
were submitted to biochemical identification, with the temperature and incubation time
standardized in 37°c/24h in all incubation steps. Eggs collected from houses were broken in
sterile beaker and maintained in bacteriological incubator at 37°C/24h. After such period,
aliquots were collected with swabs and transferred to tubes containing 10mL of Rappaport-
Vassiliadis broth and Selenite-Cystine broth added Novobiocin following the same
bacteriological procedure mentioned previously for swabs. Eggs from free markets were
analyzed with the same methodology as the house eggs, minus the antibiotic Novobiocin in
the Selenite-Cystin broth, and with further biochemical tests used to identify the different
members of the Enterobacteriaceae family. No Salmonella spp. were isolated from swab or
egg samples. However, Escherichia coli, Citrobacter spp., Enterobacter spp., Proteus spp.,
Providencia spp., Klebsiella spp., Shigella spp., Yersinia spp. were isolated from eggs of free
markets. Accordingly to the methodology used, we may suggest that BYC from Fortaleza
present a satisfactory sanitary status concerning Sa/monella spp. However, free market eggs
did not present adequate sanitary conditions related to the enterobacteria in general .

Keywords: Salmonella spp. Chickens. Backyard. Eggs.
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1. INTRODUCAO

O Brasil ¢ o maior exportador de carne de frango do mundo (VIEIRA, 2011) e
ocupa a sétima posi¢ao do ranking mundial na producdo de ovos (UBA, 2011). As precaucdes
com a incidéncia de alguns patdogenos ganharam destaque em fun¢do do desenvolvimento da
avicultura industrial em nosso pais, pois a concentracdo de animais favorece a disseminagao
de agentes infecciosos. Os paises importadores nos dias atuais estdo mais exigentes,
estabelecendo barreiras sanitarias cada vez mais rigorosas, envolvendo desde a matéria-prima
empregada na alimentagdo das aves até o controle microbiologico do produto final destinado
ao consumidor (BOLDRIN, 2010).

A galinha que ¢ criada em residéncias de maneira ndo comercial pode ser
chamada como galinhas pé duro, caipira ou dos terreiros, podem ser denominadas também de
Frango Colonial, Frango Tipo Caipira, Frango Estilo Caipira, Frango Tipo Colonial, Frango
Estilo Colonial e Frango Verde. Contudo deve-se levar em conta a relagdo dos termos
regionais de um uso mais restrito, como ¢ o caso do Frango da Rocga, Frango de Capoeira,
Galinha de Pé Duro, Galinha Nativa e Frango Indio que podem ser considerados sindnimos
sob a denominag¢do de galinhas nativas (FIGUEIREDO et al., 2001).

Neste trabalho iremos utilizar a nomenclatura de GFQ para referirmos a criagao
de galinhas ndo industriais criadas em residéncias, de forma extensiva, sem controle de
alimentacdo e agua, conhecidas no nosso estado como galinhas caipiras.

Um dos maiores problemas enfrentados na produgdo caipira ¢ a falta de
fiscalizagdo relacionada ao uso de produtos quimicos e sanidade das aves (ARENALES,
2001). Essa falta de vistoria pode ocasionar infecgdes em humanos que sdo originadas por
diversos tipos de produtos alimentares derivados da carne, ovos, aves de criagdo
convencional. Outros meios de infeccdo podem ocorrer pela ingestdo de alimentos e agua
contaminados por fezes de roedores, alimentos contaminados pelos manipuladores e por
contato com equipamentos ¢ utensilios contaminados. Esporadicamente ocorre contaminagao
a partir do contato direto com um animal ou pessoa infectada (CARTER, 1988). O agente
causador da doenga também pode ser transmitido por moscas e utensilios contaminados
(KRUININGEN, 1998).

A criagdo de galinhas caipiras ¢ uma atividade habitual, pois em decorréncia da
pobreza e da falta de assisténcia a populacao mais carente, exerce uma notavel funcgao social

para algumas familias, pois as mesmas representam uma fonte de proteina para o consumo
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proprio ou de renda para os criadores e comerciantes locais, além de ser uma atividade de
baixo custo de implantagdo e de manutengdao (NUNES, 2008).

Medidas de vigilancia e defesa sanitdria sao adotadas pelo Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e pela industria para manter um bom status
sanitario. Apesar deste sistema de biosseguridade aplicado as criagdes comerciais, populagdes
de aves conhecidas como galinhas caipiras encontram-se fora deste controle sanitério.
(MARCHESI et al., 2013).

Com relagdo a presenca de Salmonella ssp. em galinhas caipiras, BAILEY e
COSBY (2005) detectaram a presenca deste micro-organismo origindrios de sistemas de
produgdo semi-intensivo, sugerindo que as aves caipiras, s30 mais susceptiveis a infec¢do por
Salmonella spp., pois essas aves possuem livre acesso a uma area de pastejem, contato com
aves sinantropicas, insetos e outros veiculadores potenciais de Salmonella spp. Assim, na
maioria das vezes, as aves industriais proporcionaram melhor qualidade microbiologica, com
menor contaminagdo por Coliformes fecais e mesofilos, além de menor percentual de
ocorréncia de Salmonella spp.

As aves criadas nessas condigdes tém como a maior finalidade o consumo préprio
ou comercializag¢do local, sendo inexistentes na maioria das vezes as instalacdes adequadas,
bem como, a adog¢do de praticas de manejo que contemplem com eficiéncia os aspectos
sanitarios (GALVAO JUNIOR, 2009; BENTO, 2009; SOUZA, 2009).

Diante desse contexto relacionado a biosseguridade nas criagdes, existe uma
preocupacao da industria avicola em relagdo as galinhas de fundo de quintal (GFQ), por nao
estarem incluidas nesse sistema de biosseguridade aplicado as criagdes comerciais
(MARCHESI et al., 2013). Portanto, o objetivo desse trabalho foi investigar a presenca de
Salmonella spp. em ovos e galinhas de fundo de quintal de criadores pertencentes a
Fortaleza-CE, assim como, em ovos de feiras livres.

Em funcdo de todas essas deficiéncias de biosseguridade observadas nas criagdes
das GFQ, especula-se que essas aves, assim como os seus subprodutos, sejam reservatorios de
Salmonella spp., podendo ser, desta forma, importantes nos casos de problemas infecciosos
em seres humanos e em animais. Pesquisas relacionadas ao monitoramento bacterioldgico em
aves criadas em fundo de quintal, assim como em seus subprodutos, ainda sdo bastante
escassas na literatura cientifica. No Nordeste brasileiro, regido em que muitas familias

utilizam esse tipo de criacdo e fornecem a populacdo carne € ovos para consumo, torna-se
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relevante a investigagdo bacterioldgica para conhecer a real situagdo da presenca de

Salmonella spp.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Avicultura no Brasil

A galinha (Gallus gallus domesticus) foi um dos primeiros animais domésticos
que chegaram de Portugal ao Brasil, junto com os navios da expedi¢do de Pedro Alvares
Cabral, ainda no periodo colonial da histéria brasileira. Esse acontecimento esta descrito na
carta de Pero Vaz de Caminha na ocasiao do descobrimento (HELLMEISTER FILHO, 2002).

No inicio do século XX, a avicultura era conhecida como “Colonial”. As aves
eram criadas soltas e sem critério especifico de producdo. A década de 30 e 40, foi
denominada de periodo “Romantico” da Avicultura, devido a valorizacdo de caracteristicas
relacionadas a beleza da ave, cores das penas, tamanho da ave, forma das cristas e barbelas.
Entre as décadas de 40 a 60, época de escassez de alimentos provocada pela Segunda Guerra
Mundial, a avicultura passou pelo periodo das “Aptiddoes Mistas”, onde as aves passaram a ter
a finalidade de produzir carne e ovos, sendo criadas em sistema de parques com acesso livre a
areas de pasto e também dentro de galpdes. Entre 1960 a 1970, a avicultura comegou a se
moldar, culminando com a criag¢ao industrial (HELLMEISTER FILHO, 2002).

Na atual fase, denominada de “Especializacdo de Racgas”, as aves passaram a ser
criadas dentro de galpdes, sendo a avicultura posteriormente conhecida, entre a década de 70
e 75, como periodo “Super Industrial’, onde as linhagens comerciais, no sistema de
confinamento, passaram a dominar o mercado com excelentes resultados de produgdo. Entre
1975 e 1988 surgiu o periodo de “Exportacdo” no qual o frango inteiro foi o principal produto
e, a partir de 1988, com as mudangas das exigéncias no mercado consumidor nacional e
internacional, deu-se inicio ao periodo de “Processamento”, no qual os mais variados tipos de
produtos oriundos a partir da carne do frango e dos ovos tomaram conta do mercado

(HELLMEISTER FILHO, 2002).

2.2. Sistema de criacao convencional

Existem vérios sistemas de criacdo de galinhas, sendo o mais difundido o sistema
de criagdo convencional, por apresentar altos indices de producdo e custos relativamente

baixos. A utilizacdo desse padrao tecnoldgico estd relacionada a conjuntura mundial no
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periodo pos-Segunda Guerra, onde a preocupag¢do maior era produzir alimentos em grande
escala para a populacdo. Vérias técnicas foram desenvolvidas para alcangar maior
produtividade e menor custo. Dessa forma, foi observado que a alimentacdo, nutricao,
sanidade, ambiente € manejo devem estar harmonizados para propiciar a expressao de todo o
potencial das poedeiras comerciais (PASIAN, 2006).

Embora a producdo convencional tenha ainda muitos problemas relacionados ao
bem-estar, ainda ¢ esta que garante que a populagdo de mais baixa renda tenha acesso as
fontes de proteina animal.

A cria¢do industrial proporciona ganhos econdmicos, porém utiliza algumas
praticas de manejo controversas como a debicagem, elevada densidade, gaiolas pequenas,
piso inadequadas, ferindo os principios do bem-estar animal, por restringir o comportamento

natural do animal (PASIAN, 2006).

2.3 Sistema de criacao caipira

No Brasil, aproximadamente 80% das propriedades rurais adotam este tipo de
cria¢do, contribuindo para melhorar a alimentagdo das familias, auxiliando na renda familiar
(ARGOLO e LIMA, 2006).

BARBOSA et al. (2013) afirmam que, de maneira tradicional, as galinhas caipiras
se caracterizam pela sua forma de exploragdo extensiva, na qual ndo existem instalagdes
especificas, bem como as boas praticas de manejo que favore¢cam de maneira eficiente os
aspectos reprodutivos, sanitarios e nutricionais. Este fato implica em niveis de fertilidade e
natalidade diminuidos.

No entanto, a galinha caipira criada de forma caseira e comumente criada por uma
grande parcela da populagdo do meio rural e urbano, possui um mercado consumidor de ovos
e carnes bem especificos. Os ovos do tipo caipira vendidos em estabelecimentos comerciais
sdao produzidos em um sistema de criagdo chamado de “caipira” ou “colonial” com controle
de doencgas, da alimentacdo e do desenvolvimento do animal. Além disso, atualmente ja
existem linhagens desenvolvidas para a finalidade de auxiliar esse tipo especifico de criagao
(SILVA, 2004).

Existe outro tipo de criagdo popularmente conhecida como ‘“criagdo caipira”.
Segundo SILVA (2004), este tipo de criagdo pode ser dividida em duas categorias: a primeira
normalmente ocorre nas criagdes em fundo de quintal, originando produtos caipiras, enquanto

a segunda categoria ¢ constituida por galinha caipira industrial ou frango de corte que sdo
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criados no sistema semi-intensivo ou no sistema caipira de criagdo, ndo se tratando de uma
criagdo completamente desorganizada. A principal diferenga entre as duas criagdes se da em
relagdo ao melhoramento genético que ird influenciar na produtividade, sendo o segundo tipo
mais rentavel.

A criagdo em estilo colonial de frangos de corte estd normatizada pelo no
Ministério da Agricultura, Pecuaria e do Abastecimento no oficio circular DOI/DIPOA n°
007/99 de 19/05/99 (MAPA, 1999) que trata do registro do produto Frango Caipira ou
Colonial. Esse documento determina que se devem utilizar linhagens especificas, de
crescimento lento, para chegar ao peso ideal de abate com a idade minima de 85 dias. Durante
tembém que os pintos precisam ter acesso ao piquete a partir dos 28 dias de idade e que em
nenhuma fase da vida sejam alimentados com rag¢des contendo promotores de crescimento,
nem subprodutos de origem animal, como farinhas de carne, por exemplo. Citado por
AVELAR (2012) foi publicado no Oficio Circular DIPOA N° 02/2012 (MAPA, 2012) que

preconiza a diminui¢ao do tempo de abate em 14 dias, acontecendo entdo para 70 dias.

2.4 Etiologia da Salmonella spp.

Salmonelas sdo bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae, ¢ composta
pelas espécies S. enterica e S. bongori, sendo que a primeira possui seis subespécies:
subespécie enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica. A espécie S. bongori
possui 22 sorotipos e as subespécies de S. enterica possuem mais de 2400 sorotipos
(POPOFF; BOCKEMUHL; GHEESLING, 2004). Uma terceira espécie denominada de S.
subterranea foi descrita por SHELOBOLINA et al. (2004), mas, de acordo com GRIMONT e
WEILL (2007), esta ndo pertence ao género Salmonella. Entretanto mesmo com analises
fisiologicas e filogenéticas recomendando a criacdo de uma nova espécie, em documento
oficial do Instituto Pasteur, que moderniza as férmulas antigénicas de Sa/monella spp., esta
espécie nao pertence ao género Salmonella spp.

Sao patdégenos que crescem em caldos nutrientes simples € nos meios seletivos,
caldo ou agar, para enterobactérias. Entre esses meios estdo o caldo selenito e o tetrationato e
suas modificagdes. Para plaqueamento tém-se os meios 4gar verde brilhante, agar
MacConkey, agar Salmonella Shigella, sulfito de bismuto e outros (JUNIOR; MACARI,
2000). Sao bactérias do tipo bastonete, Gram-negativos, nao formadores de esporos,
anaerobios facultativos, com cerca de 2 a 5 um de comprimento por 0,7 a 1,5 um de largura.

Devido aos flagelos peritriquios, sdo moéveis, no entanto, algumas salmonelas ndo possuem
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flagelos, portanto sdo imdveis, como Salmonella Gallinarum e S. Pullorum (BIER, 1976;
BERCHIERI JR, 2000; ITO et al., 2004).

Com relacao ao pH, a Salmonella spp. se desenvolve intervalo de 4,5 a 9,0, com
crescimento 6timo na faixa de 6,5 a 7,5. Comumente, em pH abaixo de 4,0 e adiante de 9,0 as
salmonelas sdo vagarosamente destruidas (COSTA, 1996). Sao bactérias do tipo mesofilas,
com temperatura de desenvolvimento 6timo de 35 a 37 °C. As maiorias dos sorovares ¢
produtora de sulfeto de hidrogénio (H:S), lisina e ornitina descarboxilase positiva, mas
negativas para indol e urease (CAMPOS, 2002).

As bactérias do género Salmonella spp. sdo resistentes ao calor, porém nao
resistem a temperatura de 55 °C por 1 hora ou em 60 °C por 15 a 20 minutos (GAMA,
2001).0 crescimento ¢ demorado em baixas, temperaturas, no entanto a influéncia dessa
variavel ¢ significativa no comércio de produtos de origem avicola (GAST e HOLT, 2001).

A nomenclatura mundialmente aceita ¢ a proposta pelo esquema White-
Kauffmann-Le Minor, desde que L. Le Minor descreveu a maior parte dos sorotipos
conhecidos (GRIMONT e WEILL, 2007).

A sorotipagem de acordo com a nomenclatura Kauffmann-White ¢ um método
muito utilizado para a caracterizag¢do inicial de isolados de Salmonella spp. € possui como
fundamentos a variabilidade antigénica dos antigenos somadticos (O) de natureza
polissacaridica, e flagelar (H) de natureza proteica, presentes na parede celular do organismo
(BALE et al., 2007).

As salmoneloses aviarias sao doengas causadas por bactérias do género Salmonella
spp. em aves. A infeccdo pode originar trés doencas: pulorose, cujo agente ¢ a Salmonella
Pullorum, tifo aviario, causado por S. Gallinarum e paratifo avidrio, causado por qualquer
outra salmonela que nao seja S. Pullorum ou S. Gallinarum

Salmonella Pullorum ¢ uma bactéria especifica das aves, como perus e galinhas,
portanto ndo ¢ considerada importante em termos de satde publica ja que ndo afetam o
homem. Devido a sua gravidade para as aves, ¢ uma doenca de sacrificio e notificacao
obrigatoria no Brasil e na maioria dos paises com avicultura industrial (BACK, 2010). O
maior custo econdmico da pulorose ao longo dos ultimos 20 anos ¢ devido aos testes para
certificar que os plantéis de aves e perus estejam livres da infeccdo (SHIVAPRASAD e
BARROW, 2008).

O tifo aviario, causado por S. Gallinarum ¢ uma doenca que acomete

principalmente aves adultas e € caracterizado por diarreia, hepatomegalia, esplenomegalia e
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mortalidade. A pulorose possui sinais clinicos semelhantes (BACK, 2010; HIRSH, 2004). O
tifo avidrio ¢ uma enfermidade de distribuicio mundial, que tem estado sob controle em
paises da Europa e da América do Norte. O tifo aviario tem sido descrito em paises cuja
avicultura industrial esta em desenvolvimento e naqueles onde se encontram aves criadas
livremente (BERCHIERI JR e FREITAS NETO, 2009).

O paratifo aviario ¢ a denominagdo empregada para designar a infecg¢@o causada por
micro-organismos do género Salmonella enterica subsp. enterica (BACK, 2010). Localizado
em todo o mundo, pode infectar uma grande numero de hospedeiros (GAST, 2008). A
entrada, alojamento, permanéncia e disseminacdo dessas salmonelas no sistema intensivo de
criacdo adotado na avicultura industrial sdo favorecidas pela presenca do patégeno. Dessa
forma, a infecgdo paratifica avidria tornou-se uma dificuldade para os avicultores, apesar de
muitas vezes tenha passado despercebida (BERCHIERI JUNIOR e FEITAS NETO, 2009). A
infeccdo paratiféide tem sido classificada como importante agente de doenga transmitida por
alimento ao homem, o controle de infec¢do paratiféide em plantéis de aves tem assim

tornado-se um importante objetivo para ambas as perspectivas econdmicas e de saude publica

(GAST, 2008).

2.5 Epidemiologia (Transmissao da Salmonelas spp.)

De acordo com ANDREATTI-FILHO e SINDIAVIPAR citado por BONA et al.
(2012) técnicos de diferentes paises acordam que ¢ praticamente impossivel eliminar a
Salmonella spp., dos plantéis e controlar a sua transmissao em virtude de sua capacidade de
invadir o trato digestorio dos animais e por possuir um grande nimero de reservatorios
envolvidos na excrecao fecal e infeccdo do ambiente. Todos os sorotipos, até os que tém
implicacdo na satde publica, devem ser permanentemente monitorados e controlados
(ANDREATTI-FILHO et al., 2009; SINDIAVIPAR, 2011).

A via oral ¢ a porta de entrada da infeccdo mais comum, mas pode ocorrer a
transmissdo aerdgena a partir da poeira contaminada proveniente das fezes, penas e através do
ovo (RUPLEY 1999). Segundo AKHTER et al. (2010) muitas doengas sdo transmitidas
através do contato direto ou indireto com aves doentes ou portadoras e as bactérias sao as
causas mais corriqueiras. As aves infectadas transmitem salmonela através da via horizontal
através da contaminacdo de fezes, agua, poeira, fomites e pelo contato com animais

domésticos, aves silvestres e outros seres vivos. A transmissdo vertical ocorre quando os
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foliculos ovarianos estdo infectados com a bactéria, logo os ovos em desenvolvimento no
oviduto tornam-se infectados (POPPE, 2000).

A pulorose ¢ uma doenga exclusiva das aves que atinge na maioria das vezes
aquelas com menos de trés semanas de vida. E causada por Salmonella Pullorum sendo
transmitida pela via horizontal. As aves adultas comumente sdo portadoras assintomaticas e
poedeiras comerciais podem apresentar queda de aproximadamente 30% na postura
(BERCHIERI JR e FREITAS NETO, 2009).

O tifo tem como agente causador Salmonella Gallinarum que acomete na maioria
das vezes aves adultas ou semi-adultas, tendo como principal forma de transmissdo a via
horizontal. A necropsia, observa-se a presenga de figado “bronzeado” (coloragdo marrom-
esverdeada) (SHIVAPRASAD e BARROW, 2008).

Paratifo avidrio ¢ uma doenca originada por qualquer sorotipo ndo adaptado as
aves e Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhimurium s3o os principais sorotipos
causadores podendo ocasionar um quadro entérico, ou sist€émico, ou portadoras assintomaticas
sendo que as aves adultas afetadas apresentam queda de postura. Estes sorotipos podem ficar
no trato digestorio de frangos até o periodo de abate e em poedeiras no sistema reprodutor e
digestorio facilitando o contagio de carcacgas e ovos (GAST, 2008).

Segundo HOFER et al. (1997) a problematizacdo do paratifo nas aves esta na
capacidade de produzir infecgdes subclinicas possibilitando a propagacdo do agente para
outras espécies animais ao serem veiculados pelo ambiente contaminado e pelas fezes de aves
infectadas.

As aves infectadas podem se tornar carreadoras do agente por um periodo de
tempo ou por toda vida, com excre¢do intermitente de Sal/monella spp. Estas bactérias
permanecem viaveis dentro dos macrofagos e de células do sistema mononuclear fagocitario.
A quantidade de lisozima em alguns tecidos das aves faz com que ocorra a remogao total da
parede bacteriana, dando lugar a formacao de um protoblasto, ou a remogao parcial, formando
um esferoblasto, que ¢ a chamada “Forma L”. A membrana das bactérias em “Forma L ¢é
similar s membranas das células hospedeiras e por isso ndo sdo detectadas pelo sistema
imune, ndo desencadeando resposta a presenga do micro-organismo e, além disso, ndo sendo
detectadas no exame bacterioldgico (TERZOLO, 2011).

As salmonelas sdo amplamente distribuidas na natureza, sendo o principal
reservatorio destas bactérias, o trato intestinal do homem, de animais de sangue quente ¢ de

sangue frio (JAKABI et al., 1999), exceto peixes, moluscos e crustaceos, os quais podem, no
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entanto, contaminar-se apds a pesca. Entre os animais, as aves, como galinhas, gansos, perus e
patos sdo os reservatorios mais importantes desse micro-organismo. Os animais domésticos
tais como caes, gatos, tartarugas e passaros podem ser portadores, representando grande risco,
principalmente para as criangas (FRANCO e LANDGRAF, 1996).

Segundo FREITAS NETO et al., (2010), apesar da forte ligacdo entre o consumo
de alimentos de origem animal e a salmonelose humana, as pessoas podem se contaminar por
outras vias, tais como a contaminacao cruzada em cozinhas domésticas e comerciais, por
contato com outras pessoas € animais (especialmente os caes, gatos e répteis), infectados, bem
como por ingestdo de legumes e frutas contaminados. Recentemente, um surto causado pela S.
enterica sorovar Braenderup, notificado em 15 estados norte-americanos, onde 127 pessoas
foram infectadas e 33 hospitalizadas, foi implicado ao consumo de mangas oriundas do
México (CDC, 2012).

Nas criagdes industriais existe muita disponibilidade de alimentos de elevada
qualidade, esterco e aves mortas. O galpao, por ser um local fechado, aquecido e protegido de
chuvas e raios de sol, proporcionam a moradia e propaga¢ao ideais desses vetores (OVIEDO-
RONDON, 2008).

Os roedores como, ratos e camundongos sdo conhecidos como fontes de
Salmonella spp. e sdo atraidos para os aviarios pela disponibilidade e facil acesso de comida .
Os ratos tém se mostrado importantes vetores de S. Enteritidis na propagacdo do patdgeno
(WRAY et al., 1998).

Tornou-se claro a participagdo das aves silvestres, que podem se contaminar e
também disseminar a bactéria de forma mecanica através de suas patas (WRAY et al., 1998).
S. Typhimurium ¢ frequentemente encontrada no intestino destas aves, que se infectam pela
ingestao de presas doentes ou por contaminacao fecal (TIZARD,2004).

O homem também pode ser um vetor mecanico, segundo a pesquisa de MORITA
et al. (2005). Em seu estudo sobre as fontes de contaminagdo de Sal/monella spp. em uma
fabrica de racdo, detectaram a presenca do patogeno em todos os itens pesquisados:
operadores, superficie das maquinas, piso da fabrica, poeira e roedores. Particularmente,
concentracgoes elevadas do micro-organismo foram isoladas do piso da area de processamento,
devido ao alto teor de o6leo. Os roedores da mesma drea também eram altamente
contaminados, com 46,4% de isolamento. O percentual de detec¢do de Salmonella spp. nos

sapatos dos operadores foi a mais alta dentre todos os vetores, revelando a importancia de se
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restringir o movimento de pessoas entre as areas limpas e sujas da fabrica, evitando a
disseminag¢do do patégeno.

As infecgOes causadas por Salmonella Enteritidis (SE) e Salmonella Typhimurium
(ST) sao denominadas infec¢des paratifoides, podendo se apresentar de forma aguda ou
cronica em aves ¢ mamiferos, inclusive o homem (GELLI, 1995).

A infecgdo geralmente ¢ adquirida pela via oral (CARTER, 1988; LEVINSON E
JAWETZ, 1998; STELLMACHER, 2005), mas pode ocorrer pelas vias aerogena, conjuntival,
trasnsovariana (STELLMACHER, 2005), nasal, cloacal e umbilical (COX et al., 1996).
Introduzindo pela via digestiva a partir da ingestdo de agua e alimentos contaminados, as
salmonelas chegam aos intestinos, onde se instalam e se multiplicam. Dependendo da espécie
de Salmonella spp., do hospedeiro, da sua patogenicidade, da adaptacdao ao hospedeiro e idade
deste, as salmonelas podem causar grave doenca ou entdao passar despercebidas e permanecer
no hospedeiro por meses ou anos, constituindo um reservatorio da bactéria para animais
(CORREA ¢ CORREA, 1992).

Nas aves adultas, alguns sorovares de Salmonella spp. podem se localizar no
aparelho genital, causando a infec¢ao transovariana (BARROW, 2000 e ITO et al., 2004).
Caracterizando-se assim a transmissao vertical, uma das principais formas de transmissdo do
tifo aviario e da pulorose (BERCHIERI JR, 2000 ¢ SHIVAPRASAD, 2000). Quando
acontece a transmissdo vertical, caso o embrido sobreviva, pode ocorrer & contaminag¢do do
lote de aves (HUMBERT e SALVAT, 1997). A contaminagdo por Salmonella spp. ¢
caracterizada como transmissao horizontal quando acontece ap6s a postura, nos ninhos, nos
galpdes de matrizes, nos caminhdes € nos incubatdrios e nos os ovos incubados (ROCHA et
al., 2003).

A contamina¢dao de forma mecanica pode acontecer, quando em uma linha de
producdo uma carcaga contamina as outras e também pode ocorrer quando o homem e outros
animais como ratos, baratas e outros insetos, carreiam a salmonela de um local para outro. A
bactéria pode ser eliminada pelas fezes e contaminar alimentos, 4gua e cama do aviario
(BERCHIERI JR, 2000 e ITO et al., 2004).

Na transmissao vertical as bactérias do género Salmonella spp. podem contaminar
0s ovos, através da infeccdo no oviduto resultando na contaminacdo da clara durante a
formacao do ovo ou ainda através de Salmonella spp. presente nas fezes que pode penetrar no
ovo (WILLIAMS e DILLARD, 1968). Além disso, a contaminacao externa da casca de um

ovo integro pode resultar no estabelecimento da infeccdo do embrido durante a incubagao.
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Finalmente, a bactéria pode penetrar em ovos trincados em qualquer estdgio da incubagao

antes da eclosdao (BOARD, 1968).

2.6 Patogenia

O orgao de predilecao da Salmonella spp. € o intestino, onde o patdogeno se
instala e se multiplica, conforme as espécies comprometidas por esse agente. Porém, se o
agente ingressar em capilares sanguineos, poderd ocorrer a forma septicémica neste caso,
ocorrem lesdes hepdticas com acréscimo do volume do o6rgdo e formagdo dos noddulos
paratificos, embora esses achados ndo sejam patognomonicos. Caso o agente chegue a
ultrapassar o figado podera também ser observado nos pulmdes provocando uma pneumonia
lobular, geralmente grave (SATO et al., 1997).

Durante a necropsia, as lesdes macroscopicas que podem ser observadas sdo:
congestao do baco e figado, presenca de pequenos pontos brancos nas areas de necrose no
figado, pele flacida com sinais de desidratagdo, saco da gema coagulado ou nao absorvido,
perihepatite, pericardite com aderéncias, rins congestos, peritonite acompanhada
ocasionalmente por focos necroticos e exsudato caseoso nos cecos (SILVA, 1996).

Pelo fato das bactérias do género Salmonella spp. serem invasivas, elas podem
localizar-se no ovario das aves (FADDOUL e FELLOOWS, 1966; SNOEYENBOS et al.,
1969; TURNBULL e SNOEYENBOS, 1974; TURNBULL ¢ RICHMOND, 1978).

Todavia, ha vérias outras possiveis maneiras pelas quais Salmonella spp. pode ser
transmitida aos ovos. A infec¢ao do oviduto pode resultar na formagdo de clara infectada
durante a formac¢ao do ovo. A contaminagdo externa da casca de um ovo integro pode resultar
no estabelecimento da infeccdo no pinto durante a incubagdo. Finalmente, a bactéria pode
entrar em ovos trincados em qualquer estdgio da incubagdo antes deles eclodirem (BOARD,
1968).

Durante a oviposi¢cdo, muitas vezes os ovos sao infectados por Salmonella spp.,
pela exposicdo as fezes, principalmente na passagem destes pela cloaca de aves portadoras. A
penetra¢do do patogeno dentro ou diretamente na casca do ovo e membrana da casca pode
ocasionar uma transmissdo direta da infec¢do para o embrido em desenvolvimento ou pode
acarretar a exposicao do pinto a infeccdo por Salmonella spp. quando a estrutura do ovo €
rompida durante a incubagao (GAST, 1997).

As bactérias do género Salmonella possuem preferéncia por colonizar o trato

intestinal. As infecgdes causadas pelo patdgeno podem ser sist€émicas e algumas vezes
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acompanhadas por lesdes entéricas (PORTER-JR, 1998). Salmonella Pullorum e Gallinarum
sdo altamente virulentas e patogénicas em frangos de corte além de serem adaptadas ao seu
hospedeiro. Estes sorovares causam elevada mortalidade em pintos de um dia, mas nao em
frangos de trés semanas, mesmo causando a doenca. Estes efeitos ndo acontecem quando estas
foram testadas em camundongos, sugerindo uma especificidade ao hospedeiro (BARROW et
al., 1994).

Outros sorotipos como o Typhimurium tiveram a capacidade de ocasionar a
enfermidade tanto em camundongos quanto em pintos de um dia, no entanto ndo causaram
esse resultado em frangos de trés semanas. Outros sorotipos sem adaptacdo aos hospedeiros
ndo ocasionaram mortalidade ou morbidade em camundongos e frangos. (BARROW et al.,
1994).

A introdugdo a partir do intestino para o sistema reticulo-endotelial ¢ um processo
de muitas etapas que abrange, pelo menos, a sobrevivéncia no intestino, a adesdo, a invasao e
a translocagcdo para o baco (BARROW et al., 1994). Na invasdo a falta de flagelos das
Salmonella Pullorum, ou Gallinarum, nao causa inflamacgdo expressiva, como aquela causada
por Salmonella Typhimurium ou Enteritidis. A falta de flagelos faz com que estas nao sejam
reconhecidas pelos receptores tipo toll 5, que exercem uma fun¢do fundamental no comeco
da resposta inflamatéria. A salmonela invade entdo os macrofagos e possivelmente células
dendriticas e sdo levadas para o bago e figado, onde acontece a replicacdo (IQBAL et al.,
2005; CHAPPELL et al., 2009)

O patdgeno persiste mais tempo no ceco que em outras localidades do intestino.
Esta preferéncia da salmonela no ceco se deve ao resultado de fatores ndo especificos ou do
hospedeiro. Isto pode abranger a baixo fluxo de contetido através desse oOrgdo, que
possibilitaria uma maior reprodu¢ao microbiana e persisténcia (BARROW et al., 1988).

Salmonella Pullorum causa infec¢do persistente em aves de postura, em que
macrofagos do bago sdo os principais locais de persisténcia. Ao chegar a maturidade sexual da
ave,a quantidade de bactérias aumenta e esta se distribui para o trato reprodutivo, o que

pode levar a transmissao vertical através dos ovos (WIGLEY et al., 2005).
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2.7 Patologia

Existem muitas manifestagdes patoldgicas nas aves a partir do contato com a
Salmonella spp. como, gastroenterites, peritonites, hemorragias na camada serosa, do
pericardio e peritonio com inflamagao deste, ficando os oOrgdos contidos na cavidade
abdominal, figado, bago e intestinos recobertos por uma capa fina de fibrina, além de
inflamacdo congestiva da mucosa intestinal. Podem ocorrer ulceracdes na mucosa, nos 6rgaos
genitais das galinhas, inflamacao do oviduto e ovario contendo vitelo deformado, anguloso e
deformacdes nas articulagdes (JOVER, 1968; BERCHIERI JR., 2000).

A forma aguda e superaguda ocorrem em pintos de poucos dias de idade. Elas
aparecem apos a eclosdo, podendo evoluir de maneira rapida e ocasionar alta mortalidade na
segunda semana de vida. Apds esse periodo a mortalidade pode parar e as aves podem
recuperar-se (ROCA et al., 1991).

Dependendo do sistema imune das aves e da qualidade do manejo, a mortalidade
pode ser variavel. Aves adultas passam a ter a pulorose na forma cronica, refletindo na
postura dos ovos e no desenvolvimento lento e desigual da sua ninhada. Na forma superaguda
podem acontecer alteragdes microscopicas como congestao vascular em varios orgaos (figado,
baco e rins). Na forma aguda e subaguda, hd pontos necroticos no figado, congestdo renal e
nos cecos de aves jovens hd ampla necrose da mucosa e submucosa com o limen contendo
debris celulares necrosados, misturado com fibrina e heterofilos (BERCHIERI JR., 2000).

De acordo com os relatos de ROCA et al. (1991) um plantel acometido por tifo
aviario pode apresentar mortalidade de 100 % . Em lote com salmonelose pode-se notar aves
com o quadro clinico da doenga e aves com aspecto normal de satde, sendo que essa doenga
apresenta caracteristicas de septicemia e toxemia. H4a congestdo dos oOrgdos internos e
exterminio das hemacias pelo sistema mononuclear fagocitario seguida por anemia, podendo
ocorrer esplenomegalia e hepatomegalia nos quadros agudos. O figado torna-se fridvel com
coloracgdo atipica (esverdeado) com pontos necréticos (esbranquicado) e hemorragicos.

Hé pontos necroticos ainda no coragdo e€ no baco e este possui, pontos de
hemorragia. Na pulorose pode ser notado, processo inflamatorio com o desenvolvimento de
noédulos em varios 6rgaos. O ovario pode aparecer atrofiado ou com os foliculos hemorragicos
(BERCHIERI JR., 2000).

Normalmente, a salmonelose ¢ uma das doengas que geram preocupagao, pois
pode ocasionar problemas para os seres humanos e animais. As principais sao a pulorose, que

afeta principalmente aves jovens, e o tifo aviario, que afeta principalmente aves adultas. As
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salmonelas ndo especificas causam o paratifo aviario. As salmonelas sdo muito patogénicas
para mamiferos e aves, causando elevada mortalidade. Seus sinais clinicos se confundem com
outras bacterioses, como a colibacilose e a diferenciagdo ¢é feita com o isolamento e
identificacao da bactéria. O controle mais uma vez envolve higiene rigida e elimina¢ao dos
focos (aves portadoras da bactéria), de forma parecida, a infec¢do nas galinhas poedeiras de
ovos comerciais pode levar a producdo de ovos contaminados e, como consequéncia, por em
risco o consumidor. Neste caso, o risco de uma toxinfec¢ao alimentar ¢ maior em fung¢ao do
habito de consumir ovos crus, o que nao ocorre com a carne de frango (OLIVEIRA e SILVA,

2000).

2.8 Diagnostico

O diagnostico pode ser utilizado como forma de diminuir os casos de salmonelose
em humanos e animais. Um diagndstico decisivo e eficaz para pulorose e tifo aviario, assim
como para outras salmoneloses, esta baseado no isolamento e identificagdo do patdogeno sendo
complementado pelo historico, sinais clinicos, lesdes e dados de mortalidade (MACHADO,
2000). Para a analise clinica se faz necessario uma anamnese acompanhada dos achados
clinicos e de necropsia, devendo-se realizar o diagndstico diferencial através da investigagdo
bacteriologica e sorologica.

Os achados das analises soroldgicas precisam ser confirmados com os exames
bacteriologicos. O veterindrio devera usar os achados clinicos e anatomopatoldgicos,
discutidos anteriormente, como uma arma para direcionar de forma objetiva os exames
laboratoriais, pois somente estes poderdo fornecer, com maior exatiddo, o diagndstico final
(BERCHIERI JR, 2000).

Para analise através do isolamento bacteriano em aves com sinais clinicos da
doenca ou suspeitas sorologicas, ¢ normal a utilizacao de swabs de 6rgaos. Na monitoria de
lotes, sdo mais utilizadas as coletas por de swabs cloacais, de arrasto, amostra da cama, fezes
frescas, conteido de comedouros e bebedouros, € em poedeiras comerciais e reprodutoras,
ovos e embrides também podem ser cultivados (BERCHIERI JR. e BARROW, 1995).

A opcao do procedimento laboratorial acertado ¢ um pré-requisito eficaz para o
isolamento de qualquer patdégeno, sendo que para o isolamento de Salmonella spp. existem
varios fatores como entraves financeiros, caréncia de pesquisadores especializados e de

aparelhos que podem afetar esta escolha (ALBUQUERQUE et al., 2000).
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Entre os exames mais empregados destacam-se os testes sorologicos indiretos
como o Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) e Hemoaglutinagdo rapida em placas e os cultivos
bacterioldgicos com o emprego de caldo tetrationato; dgar verde brilhante; agar MacConkey;
agar Salmonella-Shigella, entre outros. O Ensaio imunoenzimatico ¢ fundamentado na
detecgdo de IgG e oferece certos beneficios quando comparado aos testes sorologicos
tradicionais, além de ser mais sensivel que o teste de soroaglutinacdo em placa (NICHOLAS
etal., 1991).

Segundo OLIVEIRA (1984), para o diagnostico de portadores da pulorose, usa-se
o teste de Hemoaglutinagao que ¢ realizado no proprio aviario, usando antigeno de laboratério
idoneo, acompanhado por controles positivos e negativos na hora da prova. Para este teste, as
aves deverao estar em jejum por algumas horas, pois esses animais podem estar com lipemia
devido a alimentacdo ofertada caso esta seja rica em triglicerideos interferindo assim nos
testes sorologicos. Ressalta-se que o soro e o antigeno devem estar na mesma temperatura e a
leitura do resultado ¢ realizada um minuto ap6s se homogeneizar uma gota de antigeno e uma
gota de sangue coletado da ave. As reagdes positivas sdo as que apresentar aglutinagdo em
toda a area da superficie da gota na placa de vidro de Huddleson,

Para isolamentos microbioldgicos os 6rgdos de predilecdo para processamento
microbioldgico para isolamento de Salmonella spp. em meios de cultivo sdo: bago, figado,
coracdo, ovario, conteudo intestinal, saco da gema, medula 6ssea, pulmao e locais lesionados,
como artrite e aerossaculite (BERCHIERI JR. 2000). De acordo com ROCA et al. (1991), na
forma aguda septicémica dos pintainhos, a Salmonella Pullorum pode ser isolada a partir de

qualquer 6rgdo parenquimatoso.

2.8.1 Sorologico

O teste de soroaglutinagao rapida (SAR), que ¢ indicado para a detec¢ao de
anticorpos contra Salmonela Pulorum e Gallinarum nao detecta anticorpos contra as
salmonelas paratifoides. Ainda para S. Pulorum, a sorologia ndo ¢ uma metodologia eficiente
para a andlise da doenga, pois quando a contaminagdo ocorre precocemente, anticorpos
circulantes ndo surgem até 20 a 40 dias apods a infec¢do e, ainda em um periodo de 100 dias
pos-infecgao, pode-se ndo notar a producao de anticorpos. Portanto, para fins de diagnostico
preciso, deve-se efetuar o isolamento da bactéria, a sua identificagdo e classificagio em

espécies (ITO et al, 2004).
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2.8.2 Cultivos bacteriologicos na microbiologia convencional para o isolamento de
Salmonela spp.

A microbiologia consagrada no isolamento e identificagdo bacteriologica de
Salmonella spp. ¢ vastamente utilizada e estabelecida em legislagdes particulares. E
compostas nas etapas de pré-enriquecimento, enriquecimento seletivo, plaqueamento, selegao,
identificagdo bioquimica e prova de soro-aglutinacdo (BRASIL, 1995a; 1995b; 2003).
Entretanto, essas avaliagdes na maioria das vezes exigem um tempo minimo de cinco dias,
podendo chegar até sete dias, se forem feitas as provas bioquimicas e soroldgicas (STONE et
al., 1994).

A técnica ¢ demorada e laboriosa, pois sdo necessarios diferentes reagentes e
vidrarias, especialmente quando ¢ feito o procedimento de uma grande quantidade de
amostras. Deste modo, métodos de diagnosticos mais rapidos sdo indispensaveis para as
indtstrias de alimentos, especialmente quando se trata de mercadorias pereciveis (VON
RUCKERT, 2006).

A fase antes do enriquecimento comumente é feita em Agua Peptonada
Tamponada. Do material analisado, 25 gramas sdo acondicionados em estufa bacteriologica a
37°C (BAGER e PETERSEN, 1991; CHERRINGTON e IN'T VELT, 1993). Determinados
autores ndo realizam o pré-enriquecimento (CALDERON e FURLANETTO, 1991), no
entanto utilizam uma medida minima de amostra de 10 gramas, a qual ¢ colocada diretamente
no enriquecimento seletivo, sempre conservando a relagdo de volume para o caldo, 1:10 ou
1:100.

Esta primeira fase ¢ usada para deixar que as células bacterianas, quando
danificadas, possam restaurar e reproduzir. Desta forma, o nimero de Salmonella spp. que
serdo inoculadas nos meios de enriquecimento seletivo serd mais facilmente alcancado. Logo,
a expectativa de que Salmonella spp. continuem duradouras apos esta segundo passo sera
maior (NIELSEN e BAGGESEN, 1997). Em alimentos que ndo passaram tratamento térmico,
analisa-se que as células de Salmonella spp. ndo se mostram lesadas e ndo seria necessario o
uso de pré-enriquecimento (FAGERBERG e AVENS, 1976). Ao contrario, o pré-
enriquecimento das amostras de fezes pode consentir uma melhor detec¢ao de Salmonella
spp.,a exemplo do que ocorre com outros materiais como amostras de ambiente e de ragdo,
nos quais as células bacterianas podem estar prejudicadas devido a falta de umidade e efeito

potencial de desinfetantes (NIELSEN e BAGGESEN, 1997; KIM et al, 1999).
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O tempo de acondicionamento desta etapa, na maioria das pesquisas, fica em
torno de 20-24 h, mas sdo referidos também periodos com menos tempo, de 16 h (BAGER e
PETERSEN, 1991). A fase do enriquecimento seletivo permite o crescimento de preferéncia
de bactérias do género Salmonella spp. e tem sua agao comprometida pelo meio utilizado, a
quantidade indculo procedente do pré-enriquecimento, o tempo e a temperatura na estufa
(FAGERBERG e AVENS, 1976; BAGER ¢ PETERSEN, 1991;CALDERON e
FURLANETTO, 1991), bem como pela matéria organica e microbiota presentes (SHARMA e
PARKER, 1969; JUNE et al, 1995).

Os meios de enriquecimento seletivo dificultam o crescimento de outras bactérias
que ndo sejam Salmonella spp., na maioria das vezes através de compostos toxicos, do pH e
da pressdo osmotica. Tais elementos podem estar evidentes, de forma separada ou ajustada
aos meios (BAGER e PETERSEN, 1991).

O melhor meio de cultivo, consequentemente, ndo deve inibir a Sa/monella spp.,
possibilitando que esta se desenvolva até condigdes detectaveis, e de maneira satisfatoria e
seletiva para impedir um grande desenvolvimento da microbiota concorrente (BECKERS et
al., 1987), que no meio so6lido pode inibir o isolamento do patogeno.

A competitividade de determinadas espécies da familia Enterobacteriaceae,
estabelece um problema tanto para o isolamento como na identificacdo de Sal/monella spp.
Assim, o uso de uma fase de desenvolvimento seletivo torna-se imprescindivel, at¢ mesmo
para os mais atuais sistemas de detec¢do de Salmonella spp. (ARROYO e ARROYO, 1995).
Um dos meios mais utilizados tem sido o caldo Selenito, o Tetrationato, e o caldo Rappaport-
Vassiliadis (BAGER e PETERSEN, 1991).

BELLO-PEREZ (1993) ressalta o reconhecimento dos meios de enriquecimento
seletivo e, da mesma maneira como VASSILIADIS et al.(1985) e BAGER ¢ PETERSEN
(1991), aconselham o uso de pelo menos dois meios para enriquecimento seletivo, pois de
acordo com seus estudos, os caldos ndo recuperam com igualdade os sorotipos de Sal/monella
spp.

Na fase do plaqueamento, a eficiéncia da etapa de enriquecimento seletivo
permite uma maior recuperacdo de Salmonella spp. nos meios solidos seletivos,
estabelecendo o terceiro passo de identificagdo destas bactérias. Quanto mais for a
seletividade adquirida na fase de enriquecimento seletivo, menor serd o crescimento de micro-
organismos concorrentes no agar, ¢ melhor serdo as condigdes para o isolamento de

Salmonella spp. (SHERROD et al., 1995).
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Os meios de plaqueamento precisam ainda possuir um principio confidvel que
possibilite a caracterizagdo das colonias de Salmonella spp. (RAPPOLD e BOLDERDIJK,
1979). MILLER et al. (1991) aconselham o uso de mais de um meio seletivo, pois alguns
sorovares de Salmonella spp. conseguem ter sensibilidade ao inibidor presente em
determinado meio. O uso de um meio suplementar poderia possibilitar o isolamento do
sorotipo que ndo foi detectado através de outro meio. Esta associa¢do diminuiria, assim, os
falsos-negativos.

Os meios seletivos sdo geralmente um meio nutritivo acrescentado de corantes,
antibidticos, sais biliares e/ou outros inibidores quimicos do desenvolvimento de micro-
organismos nao desejaveis, e um sistema identificador que, através da cor das coldnias, sugira
quais possivelmente sejam Salmonella spp. (FAGERBERG e AVENS, 1976). Na maioria das
vezes a distingao das colonias de Salmonella spp. das outras colonias acontece pela presenga
de 4cido sulfidrico, ou a utilizagdo de agucares como lactose (SHERROD et al., 1995;
FAGERBERG e AVENS, 1976).

O sistema identificador destes meios, como o Verde Brilhante, usa a habilidade
dos micro-organismos de utilizarem ou nao a lactose e a sacarose. A deterioracdo do agucar
resulta na acidificagdo do meio, sendo considerada através da mudanca do indicador vermelho
de fenol para amarelo. Os micro-organismos que nao utilizam esses agucares irdo alcalinizar o
meio através dos resultados finais das reagdes quimicas das peptonas, com o aparecimento de
uma cor vermelho intensa. Como Salmonella spp. nao utiliza tais agticares, suas coldnias terdo
uma coloracao rosa forte, com um halo vermelho intenso no agar, se mostrando ainda como
coldnias translucidas (FAGERBERG e AVENS, 1976).

Na quarta fase, nas col6nias sugestivas para Salmonella spp. que foram
selecionadas nos meios solidos sdo feitas provas de triagem bioquimica. Testes como agar
Ferro Lisina (LIA) e agar Ferro Triplice A¢ucar (TSI) sdo usados como triagem inicial, a
partir dos quais fazem-se entdo uma série de provas bioquimicas adicionais, entre estas:
citrato, fermentacao de dulcitol, lactose e sacarose, crescimento em KCN, malonato, vermelho
de metila, Voges-Proskauer, SIM, uréase, entre outros testes (HELRICH, 1990), ou ainda
fenilalanina desaminase, -galactosidase (ONPG), fermentagao de adonitol, rafinose e salicina
(KELLY et al., 1985). Se estes ainda forem indicativos para Salmonella spp., entdo ¢
realizado a os testes confirmatorios caracterizando a quinta fase, através da sorologia (SILVA,

1977), necessaria para complementar os resultados obtidos pelos testes bioquimicos, pois
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tanto estes como o teste sorologico ndo sdo especificos para Salmonella spp. (BANWART,
1989).

A sorologia ¢ feita através da técnica de aglutinagdo utilizando soros polivalentes
que geram a reacdo de aglutinacdao pela apresentagdo de anticorpos contra antigenos O, por
exemplo, soro polivalente somatico. Apos estas fases que, compdem as técnicas para o
isolamento de Salmonella spp. pelos métodos convencionais, através de métodos de cultura
convencionais, obtém-se entdo o diagnostico final (NIELSEN e BAGGESEN, 1997).
Entretanto, a pratica da sorotipagem confirma como resultado um maior valor a nivel
epidemioldgico. Desta forma, através da nomenclatura de Kauffmann-White a Salmonella
spp. ¢ identificada conforme a presenca dos antigenos somaticos, capsulares e flagelares

(CAMPOS, 1999).

3. Prevencio e controle

As normas de biosseguridade e manejo sanitario das aves sdo relevantes nos
programas para diminui¢do de salmonelas no ambiente. De acordo com GAST et al. (1997),
um dos artificios empregados ¢ a limpeza e desinfeccdo do galpdo, com a utilizagao de
desinfetantes quimicos. Porém, nem todos sdo eficientes e dependem da quantidade de
material organico existente no galpio (BERCHIERI ¢ BARROW, 1996). E importante
também realizar o controle de roedores nos galpdes a fim de evitar transmissdo do patdégeno
as aves (HENZLER e OPITZ, 1992).

As normas de prevencdao e controle consideram muitas medidas, dentre elas:
isolamento das aves doentes, dominio do transito dentro do plantel, monitoramento e registro
das aves, ensino continuado dos manejadores, higienizagdo dos galpdes, quarentena,
tratamento e vacinagdo das aves, aplicadas ao mesmo tempo (GAST et al., 1997), objetivando
evitar a transmissdo vertical e horizontal da bactéria (BERCHIERI JR, 2000). Segundo
MCILROY et al. (1989), o risco de transmissdo vertical pode ser minimizado pelas praticas
corretas de manejo e a monitoria de lotes de matrizes testados por métodos bacterioldgicos e
soroldgicos, resultando em aves livres de Salmonella spp. pela aquisicao de linhagens de aves
de produgdo mais resistentes a infeccdo por Salmonella spp. (BUMSTEAD, 2000) por
medidas como a eliminacdo de aves portadoras da bactéria; por tratamento dos ovos ainda no

galpao (BERCHIERI JR, 2000).
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Metodologias especificas empregadas para o controle de Salmonella spp. em
racdes de aves, abrangem a peletizagdo e aplicacdo de 4cidos organicos (SILVA, 2005). De
acordo com GAMA (2001), como a peletizagao da racao ¢ atingida em temperatura superior a
60° C, o processo pode eliminar a bactéria da racdo, desde que nao ocorra recontaminagao
pelo manuseio e por ratos ou insetos.

IBA e BERCHIERI (1995) examinaram que a combinagdo de 4acido férmico com
propidnico na racdo de aves foi efetiva na disseminagdo de Salmonella Typhimurium em
ra¢do infectada de maneira artificial. O uso sem controle de antibidticos e o acréscimo de
agentes de crescimento em ragdes, colaboraram para a resisténcia de Salmonella spp.
(BERCHIERI JR ¢ BARROW, 1996). Além disso, apds a remogdo do agente terapéutico,
pode acontecer um periodo no qual as aves possam se tornar vulneraveis a infec¢ao por
Salmonella spp., quando a microbiota normal, por si propria inibitéria para Salmonella spp.,
também ¢ afetada pelo uso do antibidtico (BARROW, 1999).

Outra medida de controle ¢ a eliminacdo competitiva, que se ¢ realizada ao
inocular via oral o conteudo cecal de aves adultas sauddveis em pintinhos recém-nascidos,
acelerando o processo de acomodagdo da microbiota desejavel do intestino (NURMI e
RANTALA, 1973). Dessa forma, a instalagdo de outros micro-organismos patogénicos na
mucosa intestinal fica mais dificil, podendo conter a infeccdo por salmonelas em aves com
microbiota intestinal imatura ou debilitada por antibioticoterapia. Outra medida preventiva a
cerca da Salmonella spp. ¢ a vacinagao de aves suscetiveis (GAST et al., 1997).

Viarios estudos aconteceram objetivando a analise da eficiéncia do uso de vacinas
vivas (BARROW et al., 1991; HASSAN e CURTISS III. 1994) e inativadas (TIMMS et
al.,1990; GAST et al,1993; NAKAMURA et al,1994; MIYAMOTO et al.,1999;
WOODWARD et al., 2002). Com o uso destas medidas preventivas, que podem ser utilizadas
de maneira certa e efetiva como parte do programa de vigilancia da contaminagdo em aves ¢ a
infeccdo dos ovos por Salmonella spp. (GAST et al.,1992) evita-se muitos surtos de
salmonelose.

De acordo com o Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA), destaca que a
salmonelose ¢ uma doenca de monitoramento e precaugdo oficial dentro da Portaria
Ministerial n°® 193/1994 que preconiza que os nucleos e estabelecimentos avicolas estejam
livres para Salmonella Gallinarum e Pullorum e livres ou controlados para, Sal/monella

Enteritidis e Typhimurium (BRASIL, 1995).
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O MAPA (Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento), em 1995
reforcou a legislacdo de controle de Salmonella Enteritidis nas granjas avicolas, enfatizando o
PNSA (Programa Nacional de Sanidade Avicola) (BRASIL, 1995), possuindo também uma
série de regulamentacdes bem especificas com relacdo a Salmonella spp. O MAPA define
GFQ como um tipo de criagdo com aves destinadas ao consumo dos proprios criadores,
comercializa¢do, combate (nos casos de briga de galo) ou para praticas de rituais religiosos.

Até 2007, 2610 sorovares de Salmonella spp. foram identificados
(GUIBOURDENCHE et al., 2010). A maior parte dos sorovares possui varios tipos de
hospedeiros e afetam diferentes espécies de animais. Existem sorovares que apresentam
carater de especificidade e, dentre os sorovares adaptados as aves, estdo Salmonella enterica
sorovar Gallinarum e Salmonella enterica sorovar Pullorum, que causam o tifo aviario e
pulorose, respectivamente. Estas doencas sao de grande importancia econdomica em fungao
dos altos custos com programas de controle, queda de postura e aumento da mortalidade
(SHIVAPRASAD, 2000).

A avicultura brasileira é, em sua totalidade, industrial, muito diferente das
criacdes de fundo de quintal, e essas diferencas sdo perceptiveis nas medidas existentes de
prevencao e controle acerca desses tipos de criagdes. Os cuidados sanitdrios na industria
avicola sdo efetivados por meio de rigidas medidas de biosseguridade, que preconizam
acompanhamento constante das aves. Contudo, qualquer controle ¢ feito nas criagdes de
galinhas de fundo de quintal. Essas aves podem ser fontes de contaminagdo de salmonelas,
entre outras doengas para outras aves. Observa-se que esses agentes se multiplicam na
natureza contaminando, ampla variedade de aves domésticas e de vida livre, especialmente na
auséncia de manifestacdo clinica, e disseminam-se na populacdo de aves, por mecanismos de

transmissdo horizontal e vertical (JUNIOR, 1997).

4. Ovos

De acordo com ROMANOFF e ROMANOFF (1949), citado por NASCIMENTO
e SALLE (2003), os ovos tém sido reconhecidos como importante alimento desde que os
homens primitivos os coletavam dos ninhos das aves silvestres. Comparando com o ovo de
galinha, nenhum outro alimento de origem animal ¢ consumido por tantos e tdo diversos

povos ao redor do mundo, e nenhum ¢ servido em tal variedade e formas. Sua popularidade
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justifica-se ndo somente por sua facil obtencdo, eficiéncia econdmica e multiplos usos em
culinaria, mas também porque ¢ incomparavel em sua exceléncia nutritiva.

De acordo com a portaria N° 01, de 21 de fevereiro de 1990, relativo as Normas
Gerais de Inspecao de Ovos e de Derivados, compreende-se pela denominagdo “ovo”, como o
ovo de galinha em casca, sendo os demais ovos acompanhados da indicagdo da espécie de que
procede (BRASIL, 1990).No Regulamento de Inspecao Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem Animal - RIISPOA ha menc¢ao de que os ovos designados a industria devem oferecer
a casca sem sujeira apds a lavagem e conteudo apto para o consumo. Para conseguir a
investigacdo da qualidade do ovo se faz necessario o exame de ovoscopia (BRASIL, 1997).

Na alimenta¢do humana, o ovo de galinha ¢ um alimento muito usado. Seu peso ¢
de aproximadamente 50 gramas. A clara possui a maior quantidade de proteina e vitaminas do
complexo B e a gema possui a parcela lipidica e as vitaminas lipossoltiveis (ORNELLAS,
2001).

Os ovos embalados de maneira errada ou expostos a correntes de vento e a
agentes contaminantes, guardados em temperatura alta e baixa umidade, tém alteracdes
bioquimicas do albumen mais rapidas e estdo mais propensos a infeccdo por agentes
patogénicos, diminuindo a sua validade comercial (MOURA et al., 2008).

A infec¢do pode ocorrer apds a postura, quando o ovo entra em contato com o
ambiente, acontecendo a compressdo do conteudo interno com o deslocamento da membrana
interna formando a camera de ar. Neste momento, s€ o ovo estiver em um ambiente
inapropriado, micro-organismos podem ser inserir para o interior do ovo a partir dos poros da
casca (MEIJERHOF, 1998).

O desaparecimento da cuticula protetora também facilita a entrada de micro-
organismos através dos poros das cascas (EVANGELISTA, 2005). Isso pode ocorrer por
causa da lavagem do ovo e, se a temperatura da agua for menor que a temperatura do ovo,
bactérias podem ser absorvidas para o seu interior. Outra forma de destruicdo da cuticula ¢
devido ao desenvolvimento de fungos ou enterobactérias na casca, promovendo assim a
introducdo de outros micro-organismos (APHA, 2001; BEZERRA et al., 1995;
EVANGELISTA, 2005).

A presenga de rachaduras na casca, mesmo que microscopicas, também
favorecem a penetragdo de micro-organismos. (TODD, 1996) A contaminag¢do externa da
casca do ovo ¢ importante para determinagdo de sua vida-de-prateleira e para a seguranca dos

consumidores (SCHOENI, J. L et al., 1995). Na tentativa de reduzir problemas decorrentes da
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contaminagdo por micro-organismos patogénicos e/ou deteriorantes, os ovos sdo submetidos a
processos como a lavagem da casca e a pasteurizacdo. Recentemente, varios estudos tém
mostrado que alguns agentes quimicos utilizados na lavagem dos ovos podem causar danos
fisicos ao produto, facilitando, inclusive, a entrada de bactérias patogénicas através da casca
(HUTCHISON et al., 2004).

O tempo, a umidade e a temperatura de armazenagem sao fatores fundamentais
para que as bactérias, principalmente a Salmonella spp., possam migrar para o interior do ovo
(JAY, 2000 ;SILVA, 1995). Altos niveis de umidade favorecem a multiplicagdo de micro-
organismos ¢ promovem a dilatacdo dos poros da casca. Durante 0 armazenamento, ocorrem
trocas gasosas entre 0 ovo € o ambiente, com isso a clara perde dgua e didéxido de carbono
alterando o seu pH de 7,6 até¢ 9,7 .Tal fato promove a descentralizagdo da gema, que pode
entrar em contato direto com a casca, facilitando a penetragdo de micro-organismos (JAY,
2000).

As mudangas fisicas e quimicas na viscosidade da clara e na permeabilidade da
membrana vitelinica, exacerbadas pelo envelhecimento do ovo, permitem a migragdo das
bactérias (GAST e HOLT, 2001).

Um dos alimentos mais completos para a alimentagdo humana ¢ o ovo, pois
apresenta na sua composi¢cao uma proteina de excelente valor bioldgico, que reune a maior
parte dos aminoacidos essenciais, vitaminas, minerais e dcidos graxos (AUSTIC e NESHEIM,
1990; TERRA, 1999).

Para que todo esse potencial nutritivo seja utilizado na alimentagdo humana, os
ovos precisam ser conservados durante o periodo de comercializagdo, uma vez que podem
passar semanas entre 0 momento da postura, sua compra e o preparo. Quanto maior for esse
periodo, pior sera a qualidade interna dos ovos, ja que, apds a postura, eles perdem qualidade
de maneira continuada (MORENG e AVENS, 1990).

A diminui¢do da qualidade do conteido interno dos ovos esta ligada de maneira
especial a perda de dgua e de dioxido de carbono durante o periodo de estocagem, e ¢
proporcional ao aumento da temperatura do ambiente (AUSTIC e NESHEIM, 1990; CRUZ e
MOTA, 1996). A avaliacdo da altura do albume, quando o ovo ¢ distribuido em uma
superficie plana, permite definir a propriedade deste, pois a medida que ele envelhece a
propor¢ao de albumina liquida aumenta em detrimento da densa.

O aumento de gés carbonico resulta em uma modificagdo no paladar do ovo em

efeito do acréscimo da alcalinidade, além das véarias reagcdes quimicas que acontecem no seu
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interior, abrangendo o acido carbonico (H,CO3;) (MORENG e AVENS, 1990). Assim, ovos
frescos e bons para o consumo oferecem pH neutro e clara limpida, transparente, consistente,
densa e alta, com pouca porc¢ao mais fluida (MURAKAMI et al., 1994).

A refrigeragcdo dos pontos de comercializacao ¢ um detalhe importante que ajuda a
conservagao do conteudo interno dos ovos (SELEIM ¢ EL-PRINCE, 2000; CARVALHO et
al., 2003). Entretanto, 92% dos ovos sdao vendidos in natura e todo o processo de venda
ocorre sem refrigeracao.

De acordo com RODRIGUES (1984), sobre a venda de ovos em Campinas, SP,
mostrou-se que em 10% dos supermercados, os ovos ficavam por mais de 15 dias em
exposicdo antes de serem comercializados. Ressaltando que a validade de um ovo, em
temperatura ambiente, sem estragar a sua qualidade interna, varia de quatro (AHN et al.,
1981) a quinze dias (OLIVEIRA, 2000) ap6s a data de postura.

Segundo PERESI (2004), as doengas ocasionadas por bactérias e transmitidas
através de alimentos sdo prevalentes no Brasil e no mundo, podendo ocorrer sob a forma de
surtos ou individualmente. FRANCO e LANGRAF (2008) descreveram que estes surtos
geram preocupacgao para industrias alimenticias e para 6rgaos de Saude Publica, onde apenas
pequena percentagem dos casos chega as instituigdes que pesquisam essas doengas, 0 que
prejudica a qualidade da informacgao epidemioldgica (PERESI et al., 2004). Os ovos tém sido
apontados como veiculadores de diversas bactérias, especialmente do género Samonella,
ocasionando surtos de infecgdes alimentares (ANDRADE et al., 2004).

Na resolugdo da diretoria Colegiada — RDC n° 02/01/2001, da agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria - ANVISA, considera-se a necessidade de constante aperfeicoamento
das agdes de controle sanitario na area de alimentos, visando a prote¢do a saude da populagao
e a regulamentacao dos padrdes microbioldgicos para alimentos (BRASIL, 2001).

Os critérios € modelos microbiologicos para alimentos sdao imprescindiveis para
analisar as Boas Praticas de Producao- BPP de alimentos; a aplicagdo do Sistema de Analise e
Perigos e Pontos Criticos de Controle - APPCC e a qualidade microbioldgica dos produtos
alimenticios, incluindo o esclarecimento de agentes etioldgicos causadores de doengas
transmitidos por alimentos (BRASIL, 2001).

De acordo com SILVA JR. (2002), um critério microbioldégico tem como
caracteristicas possuir uma definicdo do micro-organismo de importancia; dos métodos
analiticos imprescindiveis para a sua deteccdo e contagem; de um plano de amostragem; do

tamanho das unidades de amostras e dos estabelecimentos onde foi feita a coleta das amostras.

39



Em 25 gramas de ovo cru ou em conserva e qualquer outra forma de conservacdo nao ¢
permitida a presencga de bactérias do género Salmonella spp. (BRASIL, 2001).

Uma vez que a penetracdo através das estruturas da casca acontega, 0s micro-
organismos acham, na clara, outros empecilhos a sua sobrevivéncia e multiplicagdo. A
lisozima ¢ uma proteina que possui a capacidade de extinguir a parede bacteriana e tem agao,
principalmente, contra bactérias Gram-positivas. A avidina forma um complexo com a
Biotina, tornando indisponivel e atrapalhando a propagagdo, especialmente, das bactérias
Gram-negativas. A proteina ovoinibidor age inibindo proteases de fungos e de bactérias. A
ovoflavoproteina ¢ capaz de ligar Riboflavina (vitamina B2), tornando-a indisponivel para os
micro-organismos e apresentando, por este motivo, a¢do antimicrobiana. A ovotransferrina,
pela forte tendéncia de ligagdo ao ferro, indisponibiliza este mineral para os micro-organismos
(SGARBIERI, 1996; JAY, 2000).

De maneira especifica, em relagdo ao sorotipo Enteritidis, ovotransferrina ¢ a
principal substancia inibidora presente no ovo (CHEN, H. et al., 2001; COGAN et al., 2001),
O pH, que pode chegar a 9,0, faz com que a clara ndo represente ambiente favoravel para a
maioria dos micro-organismos (SGARBIERI, 1996; JAY, 2000). Nesta faixa de pH., ha uma
tendéncia mais forte de ligacdo do ferro a ovotransferrina e a remocao deste mineral pela
enteroquelina ¢ menos provavel de acontecer (COGAN et al., 2001).

As caracteristicas da clara inibem a proliferacio de S. Enteritidis quando a
transmissdo acontece pela via horizontal. Quando o ferro chega a clara, vindo da gema, ou
quando a bactéria penetra na gema, pela fraqueza da membrana vitelina, a multiplicagao
ocorre de maneira rapida (HARA-KUDO et al., 2001).

Algumas mudangas que podem ocorrer no ovo, durante o armazenamento, estao
relacionadas as trocas gasosas entre o alimento e o ambiente, realizadas através dos poros da
casca. Desta forma, a clara perde agua e CO,, o que resulta em aumento do seu pH desde
cerca de 7,6 até 9,7, em velocidade podendo variar de acordo com a temperatura. Quando isso
acontece, ocorre ruptura da estrutura de gel da clara e a membrana vitelina perde sua
resisténcia, o que leva a gema a um estado fluido e a uma posi¢ao descentralizada, podendo a
mesma entrar mais facilmente em contato com os demais contetidos do ovo (FENNEMA,
1996; JAY, 2000).

Os ovos com cascas finas e rachadas oferecem um maior crescimento de S.
Enteritidis na clara contaminada de maneira artificial, talvez pela rapidez das alteragdes na

composi¢ao da clara; além disso, mudancas na membrana vitelina e na composi¢do do ovo,
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como um todo, também pode afetar diretamente a capacidade da clara em facilitar ou inibir o
desenvolvimento de S. Enteritidis (HARA-KUDO et al., 2001). Apesar do pH da clara
aumente a taxa de ligagdo do ferro a ovotransferrina, a sobrevivéncia de S. Enteritidis na clara
ocorre e poderia ser esclarecida pela maior eficiéncia da enteroquelina em quelar ferro em
relacdo a ovotransferrina, ou pela morte de micro-organismos presentes na clara, que
forneceriam ferro a S. Enteritidis (COGAN et al., 2001).

Apesar da clara ndo ser um local adequado para a reproducao de Salmonella spp.,
a patogeno pode ndao sO continuar a viver neste espago, como, também, multiplicar-se
(HARA-KUDO et al., 2001). Como a clara, a gema ¢ um local para a infec¢do de ovos por
Salmonella spp., pelo fato de seu contetido possuir muitos nutrientes, mesmo quando o local
de deposi¢ao da bactéria € externo a gema, a reproducdo pode comegar rapidamente (GAST e
HOLT, 2001a). A gema apresenta um local mais apropriado para a bactéria do que a clara,
devido ao pH e ao contetdo de lipideos (CHANTARAPANONT et al., 2000). A gema fresca
apresenta valores de pH em torno de 6,0, variando muito pouco, mesmo em condi¢cdes de
armazenamento prolongado (FENNEMA, 1996; JAY, 2000).

As mudangas das propriedades quimicas e fisicas na permeabilidade da membrana
do vitelo, na viscosidade do conteido do ovo sdo acentuadas pelo envelhecimento do ovo, e
permitem a migracdo da bactéria até a gema. A penetragdo do micro-organismo na gema
através da membrana vitelina, em ovos contaminados experimentalmente, ¢ menor em 15°C,
mas ocorre apds 24 horas a 25°C. Uma vez na gema, Salmonella spp. pode multiplicar entre
temperaturas de 10 a 25°C, sendo que o numero de bactérias aumenta rapidamente a 25°C.
Além disso, Salmonella spp. pode estar naturalmente presente na gema, devido a transmissao
vertical e, neste caso, a multiplica¢do é rapida em 24 horas a 25°C.

Embora a multiplicacdo na gema parega ser bem menor quando a transmissao ¢
pela via do ovo, esta ocorre em niveis de risco ao consumidor (GAST e HOLT, 2001a), o que
demonstra a importancia das rotas horizontal e vertical na infec¢do de ovos por S. Enteritidis
(COX et al.,2000). O nivel de S. Enteritidis no ovo ¢ baixo (entre 10 e 20 células por ovo),
mas este numero pode chegar a 10* - 10° UFC por ovo apos 24 h se mantidos a 25°C. Uma
das medidas praticas e efetivas para a reducao dos riscos a satide publica pode ser o controle
do crescimento de S. Enteritidis durante o armazenamento (HARA-KUDO et al., 2001;
GAST; HOLT, 2001b).

Além disso, sendo baixa a temperatura no interior do ovo, a probabilidade da

infiltracdo do micro-organismo na gema, onde o mesmo poderia se reproduzir mais
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rapidamente, ¢ reduzida. A dificuldade de penetracao de Salmonella spp. até a gema, através
da clara, devido a temperatura de armazenamento, fornece uma margem de seguranca até que
a gema seja resfriada a 7°C (GAST e HOLT, 2001b).

Uma vez estabelecidas situagdes que favorecam a propagacao da bactéria no ovo,
podera haver sobrevivéncia ao processamento térmico improprio (CHANTARAPANONT et
al., 2000), o que acrescenta a necessidade de fornecer informagdes ao consumidor. Neste
contexto, as acdes de controle dos riscos possiveis oferecidos pelo consumo de ovos
infectados com Salmonella spp. visam a cadeia produtiva de forma total e chegam, inclusive,
ao consumidor. Assim, aparecem como regras eficientes a pasteuriza¢do do ovo (na casca), o
congelamento rapido, o armazenamento sob-refrigeracdo e em atmosfera modificada (com
dioxido de carbono) e medidas educativas e informativas direcionadas ao consumidor, entre
outras (TECHNOLOGIES, 2000).

O comportamento de Salmonella spp. em alimentos in natura ou preparados, esta
condicionado aos diversos parametros intrinsecos e extrinsecos a qual a bactéria ¢ exposta ao
contaminar o alimento. Colabora, também, para a atividade da bactéria, a presenca de outros
micro-oganismos, 0s quais podem manter relagdes de sinergismo ou antagonismo com
Salmonella spp. (JAY, 2000).

A refrigeracdo parece proteger a bactéria contra os efeitos do acidulante, devido a
alteracdes da desnaturacdo proteica (SKANDAMIS e NYCHAS, 2000), o controle de
Salmonella spp. nos ovos in natura, a fim de prevenir que a mesma atinja numeros de risco,

ganha uma importancia ainda maior para a saude publica.

5. Galinhas de fundo de quintal e salmoneloses

Nas residéncias, as galinhas caipiras sdo criadas com o a finalidade de servir para
o consumo e¢/ou comercializacdo pelos criadores, sendo inexiste as instalacdes adequadas,
bem como, a adogdo de técnicas de manejo que sejam eficazes quanto aos aspectos sanitarios
(GALVAO JUNIOR; BENTO; SOUZA, 2009). De acordo com SAGRILO et al. (2003), a
problematizacdao sanitaria em criacoes domésticas de galinhas representam um entrave ao
sucesso da atividade, além de consistirem em uma possivel fonte para disseminacao de
doengas, em funcao da coexisténcia das aves com outros animais e seres humanos.

GUIMARAES et al. (2006) em seu trabalho o teve como objetivo pesquisar a

prevaléncia de salmonelas em 300 galinhas (Gallus gallus) adultas criadas em propriedades
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ndo tecnificadas no Distrito Federal, bem como tipifica-las e realizar antibiograma para ver a
sensibilidade dos micro-organismos e observou em seus resultados que, entre todas as
amostras de swabs cloacais analisadas, nenhuma foi positiva para o género Sal/monella spp.
Este resultado permite demonstrar, com grau de confianca de 95%, que a salmonelose esta
ausente das criacdes de aves do Distrito Federal, considerando um limiar de prevaléncia
detectavel de 1,5%. Podemos entdo considerar que a salmonelose pode ou ndo estar presente
ou circula neste tipo de criagdo com prevaléncia muito baixa. Em ambos os casos, esta
situagdo epidemiologica deve estar associada a auséncia da bactéria no ambiente onde as aves

amostradas vivem ou a maior resisténcia dessas aves a infec¢do por salmonelas.

A pesquisa de MAIA et al. (2011) teve como objetivo verificar a presenga de
animais reagentes a Salmonella Gallinarum e Pullorum nas populagdes de aves de quintal em
propriedades rurais proximas a matrizeiros localizados no municipio de Feira de Santana -BA,
e constataram que, das 489 amostras de soro sanguineo testadas, 26 (5,32%) apresentaram
reacdo sorologica positiva para SG e SP, sendo 16 (36,36%) propriedades afetadas e as trés
regides onde foram efetuadas as coletas apresentaram amostras positivas. Isso mostra a
importancia do aprimoramento dos programas sanitarios, uma vez que a prevaléncia da
Salmonella em criagdes de subsisténcia aumenta o risco de introducao desses agentes na

avicultura industrial.

Como medidas preventivas nos plantéis de multiplicacdo genética e de avicultura
comercial de enfermidades que possam representar impacto economico e/ou de saide publica,
as leis acerca da Defesa Sanitiria Animal devem observar um plano de controle e
monitoramento sanitario para aves de fundo de quintal. Além disto, deve realizar um eficaz
trabalho de educagdo sanitaria. O governo, empresas e instituicdes devem oferecer e estimular
a institui¢des fiscalizadoras de galinhas de fundo de quintal e promover junto aos criadores,

estruturas para melhorar as praticas de manejo dessas aves (MAIA et al., 2011).

NADIA et al. (2009) pesquisaram a presenca de anticorpos anti Salmonella spp.,
em frangos de producdo e de fundo de quintal e, para tanto, foi seguida a seguinte
metodologia: foram coletados, de forma aleatoria, sangue de 50 frangos de granjas e 40
frangos de “fundo de quintal” da regido Descalvado-SP. Foi utilizada uma gota de soro
sanguineo e adicionado o antigeno para Sal/monella spp. O titulo final do soro foi expresso
pela reciproca da maior diluicdo deste, capaz de inibir completamente a hemaglutinacao.
Nenhuma das amostras apresentou resultado positivo na prova de SAR, independente do
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antigeno utilizado. Na avaliacdo de anticorpos anti-VDN, neste mesmo grupo de animais,
54% (27/50) apresentaram uma soro reatividade (Titulo de Anticorpos > 16) e nas aves do
grupo “fundo de quintal”, 7,5% (03/40) apresentaram soro reatividade (Titulo de Anticorpos >
8). Os autores concluem que apesar da pequena amostragem de aves de produgdo tecnificada,
ndo existem indicios da circulacdo de Salmonella spp. No grupo de aves de “fundo de
quintal”. Necessita-se de um aumento significativo na amostragem, com a intencdo de uma
melhor avaliacao da circulacdo de Salmonella spp e do papel verdadeiro desses grupos de

aves na disseminacao e perpetuagdo deste agente no plantel avicola.

De acordo com as observagdes de LEOTTA et al. (2010), foi possivel verificar
que as GFQ criadas confinadas apresentam trés vezes e meia chances a mais de ter
positividade para Salmonela spp. Esses pesquisadores analisaram os fatores de riscos e
prevaléncia de Salmonela spp. em GFQ no Paraguai e apoiaram os seus resultados pela
observacao de que, em quase todas as fazendas foi verificada a presenca de invasao de aves
selvagens nos quintais. Os patogenos de aves selvagens podem criar riscos de
doencgas para aves ndo confinadas, bem como potenciais perdas econdmicas para 0s
criadores. As GFQ possuem vantagens e desvantagens com relacdo a sua satde das aves de
producao industrial. As aves nao sao vacinadas, com exce¢do das matrizes, € isto tem como
objetivo aumentar os anticorpos maternos passados para pintos. Isto faz com que GFQ sejam
mais susceptiveis a varias doencgas infecciosas. Aves comerciais sdo mantidas em grupos de
mesma idade, enquanto as GFQ sdo geralmente em grupos de varias idades, com

pintos suscetiveis em contato com adultos, que sdo potenciais reservatorios de doengas.

LEOTTA et al. (2010), realizaram estudos em GFQ na cidade de San Lorenzo.
Este foi o primeiro estudo estruturado com abordagem epidemiologica, realizado, para
estimar a contaminagdo por Salmonella spp. nas GFQ no Paraguai durante o periodo margo -
abril 2009. A prevaléncia observada de Sa/monella spp. neste estudo (3,5%) foi semelhante ao
relatado por outros autores em outros paises. A conclusdo da pesquisa, no entanto, mostrou
que grupos de mesma faixa etaria eram mais propensos a ter positividade para Salmonella
spp., em  comparagdocom os grupos de idades diferentes em andlise

univariada (p= 0,041). Este fendmeno ¢ interessante € necessita mais investigacoes.
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6. JUSTIFICATIVA

Devido o manejo sanitdrio deficitario, as criagdes de galinhas de fundo de quintal,
seja no ambiente urbano ou na zona rural, podem representar um foco potencial de Salmonella
spp. Além de estara associada aos riscos que os consumidores dos produtos e subprodutos
desse tipo de criagdo podem estara submetidos, uma vez que a bactérias do género Salmonella
spp. podem estar presentes no ovo ou na carne das aves. Assim, ¢ importante verificar a
presenca de Salmonella spp. em galinhas de fundo de quintal, possibilitando, assim, a
monitoracdo do nivel de contaminag¢ao das aves criadas na zona urbana de Fortaleza-CE.Além
disso verificar os niveis de enterobactérias dos ovos comercializados nas feiras livres da cidade de

Fortaleza-CE analisando as praticas sanitarias que estdo sendo adotadas pelos comerciantes.
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7. HIPOTESE CIENTIFICA

As galinhas de fundo de quintal e seus subprodutos sdo reservatorios de

Salmonella spp., causadora de problemas infecciosos em seres humanos e em animais.
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8. OBJETIVOS

8.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a presenca de Salmonella spp. em galinhas de fundo de quintal e em seus ovos em

Fortaleza-CE.

8.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

8.2.1 Estabelecer a prevaléncia de Salmonella spp. em swabs cloacais e de arrasto, ragdo,
conteudo interno e externo dos ovos de galinhas de fundo de quintal (Gallus gallus
domesticus) adultas em Fortaleza;

8.2.2 Monitorar sanitariamente os ovos comercializados nas feiras livres em Fortaleza;

8.2.3 Atualizar os fatores de risco de contaminagdo de Salmonella spp.

8.2.4 Propor orientagdo técnica do controle da salmonelose para os criadores de GFQ.
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9. CAPITULO 1

Investigacdo de Salmonella spp. em galinhas criadas em fundo de quintal (Gallus gallus
domesticus) e enterobactérias em ovos comercializados nas feiras livres na cidade de
Fortaleza — Ceara

Investigation of Sa/monella spp. in backyard chickens (Gallus gallus domesticus) and
enterobacteria in eggs sold in street markets in the city of Fortaleza - Ceara

Periodico submetido: SEMINA Ciéncias Agrarias (Qualis B1)
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Resumo

A carne de aves e seus subprodutos sdo as principais fontes de proteina para o homem. No entanto,
estdo implicadas em surtos de toxi-infec¢ao alimentar em todo o mundo, causada principalmente por
Salmonella spp. Assim, o presente trabalho teve como objetivo investigar a presenga de Salmonella
spp. em galinhas de fundo de quintal (GFQ) e realizar um levantamento das enterobactérias
encontradas nos ovos comercializados nas principais feiras livres da cidade de Fortaleza. Foi realizado
coleta de swab cloacal individual em 405 galinhas caipiras de 18 criatdrios, e coletado dez ovos por
propriedade para analise do contetido interno e da casca. Nas feiras livres, foram adquiridos 90 ovos.
Ap6s coletados, os swabs cloacais foram colocados em 10 mL de Agua Peptonada (AP) ¢ em seguida
transferido uma aliquota para o Rappaport-Vassiliadis (RV) e Seletino-Cistina contendo novobiocina
(SCN). Apbs 24h /37°C foi realizado plaqueamento em Agar Verde Brilhante (AVB) ¢ MacConkey
(MC). As colonias suspeitas para Sal/monella spp. foram submetidas a identificagdo bioquimica, sendo
a temperatura e periodo de incubagdo padronizado em todas as etapas em 37°C/24h, respectivamente.
Os ovos coletados nas propriedades foram quebrados em becker e incubados em estufa bacteriologica
a 37°C/24h. Em seguida, as amostras foram transferidas para RV e SCN e seguiu o mesmo
procedimento realizado com swab. Os ovos das feiras livres foram processados da mesma forma que
os ovos das propriedades, sendo realizados testes bioquimicos adicionais. Nao houve isolamento de
Salmonella spp. em nenhuma das amostras de swabs e ovos. Contudo, foi possivel isolar Escherichia

coli, Citrobacter, Enterobacter spp., Proteus spp., Providencia spp.,Klebsiella spp., Shigella spp.,
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Yersinia spp. dos ovos das feiras livres. De acordo com a metodologia utilizada, podemos sugerir que
GFQ de Fortaleza possui o status sanitario satisfatorio. Por outro lado, os ovos de feiras livres nao
apresentam boas condigdes higiénico-sanitarias.

Palavras-chave: Swab cloacal. Salmonella spp. Galinhas de fundo de quintal. Enterobactérias. Ovos.

Abstract

Poultry meat and byproducts are the main protein source for man. However, such foods are related to
outbreaks of food-borne infections around the world, caused mainly by Sal/monella spp. Therefore, the
present study aimed to investigate the presence of Salmonella spp. in backyard chickens and to
perform a survey of members of the Enterobacteriaceae family in eggs commercialized in the main
free markets of Fortaleza. Individual cloacal swabs were collected from 405 backyard chickens from
18 houses and 10 eggs were also collected for analysis of eggshell and internal content from each
sampled household. From the free markets, 90 eggs were collected. Once sampled, the swabs were
incubated in Peptone Water and aliquots were placed in Rappaport-Vassiliadis broth and Selenite-
Cystine broth added Novobiocin. Following, aliquots of each broth were streaked in plates Brilliant
Green agar and MacConkey agar. Suspect colonies for Salmonella spp.were submitted to biochemical
identification, with the temperature and incubation time standardized in 37°c/24h, respectively. Eggs
collected from houses were broken in sterile beaker and maintained in bacteriological incubator at
37°c/24h. After such period, aliquots collected were incubated in Rappaport-Vassiliadis broth and
Selenite-Cystine broth added Novobiocin, following the same bacteriological procedure mentioned
previously for swabs. Eggs from free markets were analyzed with the same methodology as the house
eggs, minus the antibiotic Novobiocin in the Selenite-Cystin broth, and with further biochemical tests
used to identify the different members of the Enterobacteriaceae family. No Salmonella spp. were
isolated from swab or egg samples. However, Escherichia coli, Citrobacter spp., Enterobacter spp.,
Proteus spp., Providencia spp., Klebsiella spp., Shigella spp., Yersinia spp. were isolated from eggs of
free markets. Accordingly to the methodology used, we may suggest that backyard chickens from
Fortaleza present a satisfactory sanitary status. However, free market eggs did not present adequate

sanitary conditions.

Key words: Cloacal swab. Salmonella spp.. Backyard chickens. Enterobacteriaceae. Eggs.
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Introducio

A salmonelose, doenga causada por bactérias do género Salmonella, ¢ uma das zoonoses que
trazem transtorno a satde publica mundial devido a capacidade de causar toxi-infeccdo alimentar
(WHITE et al., 1997), podendo levar o individuo ao 6bito. Esta infec¢@o esta associada ao consumo de
carne de aves e de produtos avicolas contaminados com os sorotipos paratifoides de Salmonella spp.
(LOURENCO et al., 2004; WHITE et al., 1997).

Apesar de todo o desenvolvimento tecnoldgico na produgdo de alimentos ¢ da adogdo de
melhores medidas higiénicas e sanitarias (GAST et al., 2008), as aves ou o produto final podem se
contaminar com Salmonella spp. através de aves de reposigdo, incubatorio, animais silvestres e
domésticos, falhas na biosseguranca e no manejo, alimento contaminado, na linha de abate etc
(CARDOSO e TESSARI 2008; FREITAS NETO et al., 2010).

Na criagdo intensiva em larga escala, micro-organismos como Salmonella spp., uma vez
introduzidos nas granjas podem facilmente se propagar. Por ndo possuirem hospedeiros especificos,
torna-se dificil a erradicacdo deste patdogeno do ambiente de criagdo ou elimina-los dos produtos
provenientes de animais contaminados (CARDOSO e¢ TESSARI, 2008; FREITAS NETO et al.,
2010).

Existe outro tipo de criagdo que s@o as galinhas popularmente conhecidas como “galinhas
caipiras”. De acordo com Silva (2005), a criagdo de galinha caipira pode ser dividida em duas
categorias: a primeira sdo as criagdes em fundos de quintal, originando produtos caipiras, enquanto a
segunda categoria ¢ constituida por galinha caipira industrial ou frango de corte que s3o criados no
sistema semi-intensivo ou no sistema caipira de criagdo, ndo se tratando de uma criagdo
completamente desorganizada. A principal diferenca entre as duas criagdoes se da em relagdo ao
melhoramento genético que ira influenciar na produtividade, sendo o segundo tipo mais rentavel.

No Brasil, foi registrado surtos de toxi-infec¢do alimentar causados por alimentos elaborados
a base de ovos por bactérias do género Salmonella, evidenciando o risco potencial que esse alimento
pode representar para a saude publica (ALCOCER, 2004). Portanto, o objetivo deste trabalho foi
investigar a presenga de Salmonella spp. em GFQ e realizar um levantamento de enterobactérias

presentes na casca ¢ no contetido interno dos ovos.
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Material e métodos
1. Pesquisa de Salmonella spp. em propriedades

A cidade de Fortaleza localiza-se ao norte do Estado do Ceara (3°, 44'- 6° 01'/38°, 23'-38°,
57", no territério brasileiro e possui 313,140 km* de extensdo territorial. O indice pluviométrico varia
entre 1.111-1.532 mm durante todo o ano e a altitude ndo ultrapassa 14,23-68 m (acima do nivel do
mar) (BRASIL, 2012).

Para o célculo do niimero de galinhas a serem utilizadas, foram considerados os seguintes
parametros: (a) prevaléncia esperada; (b) erro absoluto e (¢) nivel de confianga. O calculo foi feito
com a féormula para amostras simples aleatorias, conforme proposto por Thrusfield (2004).

As coletas foram realizadas em 18 criatorios distribuidos nas seis regionais da cidade (trés
criatorios/ regional) (figura 1). Foram coletados um total de 405 swabs cloacais individuais das
galinhas (Gallus gallus domesticus) de acordo com Brasil (1995). As aves tinham idade superior a oito
semanas ¢ eram submetidas a sistemas de cria¢do extensivos ou semi-intensivos. Durante a visita as
propriedades, foi realizado um questionario de multipla escolha a fim de avaliar o perfil sanitario das
criagdes.

Inicialmente foi realizado teste de soroaglutina¢do rapida em placa (SAR) em todas as
aves utilizando antigeno comercial Pulor teste. Seguidamente foram coletadas amostras de swabs
cloacais e de arrasto nos poleiros e amostra de racdo dos comedouros. Quando a propriedade nao
possuia um local especifico para racdo a coleta era realizada diretamente do chido. As amostras foram
conservadas em isopor com gelo reciclavel e encaminhadas ao Laboratorio de Estudos Ornitologicos
(LABEO) para processamento microbiologico.

Os swabs de arrasto foram coletados em cinco pontos distintos da propriedade onde as aves
ficavam a maior parte do tempo. Os swabs utilizados para as coletas eram estéreis e umedecidos em
agua peptonada tamponada a 0,1%.

As amostras de swabs cloacais e de arrasto foram incubadas em tubos contendo 10 Ml de
Agua peptonada por 24h a 37°C e ap0s este periodo foram transferidos 1 mL e 0,1 mL da amostra para
os caldos Selenito Cistina contendo novobiocina (SCN) (0,04g/1L) e Rappaport Vassiliadis (RV),
respectivamente. Em seguida, aliquotas foram semeadas em placas contendo agar Verde Brilhante
(AVB) ¢ MacConkey (MC), e apds incubag¢do a 37°C durante 24 h foram selecionadas col6nias
sugestivas para Salmonella spp. para a realizagdo das provas de triagem com Agar Triplice Agucar
Ferro (TSI), Agar Lisina Ferro (LIA) e Sulfeto Indol Motilidade (SIM) e posteriormente realizada as
provas bioquimicas complementares: arginina, ornitina, fenilalanina, vermelho de metila (VM), voges-
Proskauer (VP), citrato de Simmons, malonato, ureia, inositol, sorbitol, manitol, rafinose, arabinose,
adonitol, ramnose ¢ dulcitol de acordo com QUINN et al. (1994).

Foram coletados dez ovos de cada propriedade. A cada dois ovos se obtinham um pool do

contetido interno € um pool das cascas para processamento microbioldgico como se segue: 0s ovos
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foram quebrados assepticamente, sendo a casca separada do conteudo interno e acondicionados em
becker estéril. O contetdo dos ovos foi incubado por 24h a 37°C de acordo com Wigley et al. (2001).
Seguidamente foram coletadas amostras dos ovos com swab estéril e transferidas para tubos contendo
RV e SCN e em seguida incubados em estufa bacterioldgica por 24h a 37°C. Apoés este periodo, as
amostras foram semeadas em placas contendo AVB e MC e apos o crescimento da cultura bacteriana,
coldnias com caracteristicas morfoldgicas sugestivas para Salmonella spp. foram semeadas em provas
de triagem (TSI, LIA e SIM) que foram e incubados @ mesma temperatura e periodo estabelecido nas
etapas anteriores. Apos a incubagdo, foi realizada as provas bioquimicas complementares descritas
anteriormente.

A casca dos ovos foram pesadas em balanga analitica de precisdo ¢ seguidamente
transferidas para agua peptonada tamponada a 0,1% (25g/225mL), sendo as etapas seguintes do

processamento iguais as etapas de processamento do swab cloacal.

2. Pesquisa microbiologica em ovos de feiras livres

Foram adquiridos 90 ovos das principais feiras livres de cada regional da cidade de
Fortaleza, entre fevereiro e margo de 2013. Os ovos foram encaminhados ao LABEO e imediatamente
submetidos ao processamento microbiologico.

Foi realizado poo! de trés ovos, totalizando 30 amostras de cascas e 30 amostras de
contetido. Os ovos foram quebrados assepticamente, sendo a casca separada do conteudo interno do
ovo, e ambos armazenados em vidrarias estéreis. A casca dos ovos foram pesadas em balancga analitica
de precisdo e seguidamente transferidas para agua peptonada tamponada a 0,1% (25g/225mL)
(BRASIL, 1995). Seguidamente foi transferido 0,1 mL e 1 mL da amostra para RV e Selenito Cistina
(SC), respectivamente, sendo incubados a 37°C durante 24h. Apds a incubagdo, aliquotas foram
semeadas em placas contendo AVB e MC e posteriormente foram selecionadas coldonias distintas para
as provas de triagem, seguindo a mesma metodologia utilizada para o processamento dos ovos descrita
anteriormente de acordo com QUINN et al. (1994).

O processamento do contetido dos ovos foi realizado de acordo com Wigley et al. (2001), o
contetdo foi colocado em béquer estéril e coletado uma amostra utilizando swab estéril. A amostra foi
transferida para tubos contendo RV e SC e seguidamente foram semeadas em AVB e MC. Todas as
etapas de processamento foram padronizadas com temperatura de 37°C durante 24 h. Apds este
periodo, colonias com caracteristicas morfoldgicas distintas foram selecionadas e semeadas em provas

de triagem e as provas bioquimicas complementares descritas anteriormente.
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Resultados

3. Pesquisa de Salmonella spp. em propriedades

A tabela 1 informa o perfil sanitario das propriedades criadoras de galinhas de fundo de
quintal na cidade de Fortaleza-CE.

A pesquisa revelou que o tipo de criagdo mais utilizado era a semi-intensiva (61,1%),
seguido da extensiva (38,8%) e intensivo (5,5%). A maioria dos proprietarios (61,0%) criavam
galinhas com finalidade de consumo préprio da carne e ovos, sendo a comercializacdo das aves e
subprodutos o interesse de 44,4% dos entrevistados. Os demais criadores (16,8%) criavam as aves
apenas como lazer.

Na abordagem relacionada as questdes sanitarias registrou-se que a troca de agua dos
bebedouros do recinto de criagdo das galinhas era realizada diariamente na maioria das propriedades
(77,7%), embora algumas propriedades realizassem a limpeza duas vezes (16,6%) ou trés vezes por
semana (5,7%). A alimentac@o das aves era constituida de restos de comida juntamente com milho ou
racdo comercial (66,7%), apenas milho (22,2%) ou restos de comidas (11,1%).

Os criadores relataram que o contato das galinhas com aves silvestres ocorriam
principalmente durante a oferta de alimentacdo ou agua. A maioria dos proprietarios (72,2%)
afirmaram que as galinhas tinham algum tipo de contato com passeriformes, pombos, rolinhas ou
corujas.

A maioria das propriedades (88,8%) nunca utilizou nenhum tipo de antimicrobiano ou
programa de vacinacdo e também nunca foram assistidos por médicos veterinarios. Um menor niimero
de propriedades (11,1%) utilizavam vacinas e a possuiam assisténcia de médicos veterinarios.

A média de positividade para Salmonella spp. a partir do exame SAR de sangue de GFQ foi
de 27,1% (tabela 2). A regional V foi o local onde foi registrado o maior percentual de aves positivas
no exame de SAR (52,8%), enquanto que a regional | apresentou a menor taxa (10,2%). As regionais
I, III, IV e VI apresentaram respectivamente os seguintes percentuais de positividade: 36,3%; 15,3%;
25,7% e 22,8%.

Apesar do exame de SAR apresentar positividade para Salmonella spp., o exame
microbiologico ndo identificou nenhuma amostra positiva nas amostras de swabs cloacais e conteudos

internos ou cascas de ovos.

54



4. Pesquisa microbiologica em ovos de feiras livres

Os resultados bacteriologicos dos ovos coletados em feiras livres demonstraram que 46,7%
das amostras da casca foram positivas para alguma espécie de enterobactérias, enquanto que o
percentual obtido para as amostras do conteudo interno foi de 33,3%. Nas cascas dos ovos analisados
foram isolados: Escherichia coli (13,3%), Citrobacter spp. (10,0%), Enterobacter (6,7%), Proteus
spp. (6,7%), Providencia spp. (3,3%), Klebsiella spp. (3,3%), Shigella spp. (3,3%). No contetdo
interno, Escherichia coli (13,3%), Shigella spp. (6,7%), Citrobacter spp. (6,7 %), Yersinia spp. (3,3%)
e Klebsiella spp. (3,3%), como mostra a tabela 3.

Discussao

Assim como ocorreu nesta pesquisa, relatos cientificos sobre soroprevaléncia de Salmonella
spp. em GFQ a partir do teste SAR mostram que a positividade ¢ frequentemente detectada. Maia et al.
(2011) pesquisaram 489 amostras de soro sanguineo de aves de fundo de quintal de propriedades
rurais localizadas no municipio de Feira de Santana (BA), localizadas proximos a matrizeiros, e
verificaram que 5,32% apresentaram reagdo sorologica positiva para Salmonella Gallinarum e
Salmonella Pullorum, sendo que 36,36% eram afetadas. Buchala et al. (2006) analisaram amostras de
sangue de aves de subsisténcia criadas proximos a matrizeiros localizados no Estado de Sao Paulo e
observaram que 16,5% das galinhas apresentaram reacao positiva para Sa/monella Pullorum.

Apesar do relevante percentual de aves positivas para Salmonella spp. detectado a partir do
exame de SAR, o teste microbiologico indicou negatividade para todas as amostras de swabs cloacais
avaliadas. Esse resultado assemelha-se ao que foi observado por Gambiragi (2002) que analisou
amostras de pintos de corte provenientes de trés empresas localizadas na Regido Metropolitana de
Fortaleza (CE), pois ao analisar 300 amostras sanguineas confirmaram que 33,3% das aves eram
positivas a partir do teste de SAR, entretanto nos testes microbioldgicos convencionais revelaram que
todas as amostras eram negativas. O teste de soroaglutinacdo rapida em placas pode apresentar
resultados falso-positivos, devido sua baixa especificidade e baixa sensibilidade (GAST ¢ BEARD,
1990), isso se explica pela possibilidade de ocorrerem reagdes cruzadas que podem ser encontradas em
aves infectadas por E.coli, Enterobacter spp., Proteus spp. e Lactobacillus, que compartilham
antigenos com Salmonella spp. (BERGQVIST et al., 1973).

A negatividade detectada nos exames microbiologicos de material coletado das galinhas
pesquisadas também se assemelhou aos resultados obtidos por Guimardes (2006) no qual pesquisou a
prevaléncia de salmonelas em 300 aves (Gallus gallus) adultas criadas em propriedades ndo

tecnificadas do Distrito Federal. Concluiu-se que essa auséncia deve estar associada a auséncia da
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bactéria no ambiente em que as aves amostradas vivem ou a maior resisténcia dessas aves a infec¢do
por salmonelas.

Alguns dos itens respondidos no questionario realizados entre os proprietarios podem
explicar a auséncia da Salmonella spp. nas amostras observadas. Uma pequena parcela das
propriedades (5,5%) criavam suas aves em regime intensivo. De acordo com Berchieri e Macari
(2000) a introducao, instalagdo, permanéncia e disseminagdo da Salmonella spp. sdo favorecidas pelo
sistema intensivo na avicultura industrial. Outro fator que possa ter influenciado a negatividade
encontrada foi a troca de agua ¢ limpeza dos bebedouros realizada diariamente pela maioria das
propriedades. Apesar de ndo se ter buscado compreender a forma especifica de como a limpeza e
desinfeccdo dos bebedouros era realizada, a substituicdo de agua diariamente pode ter evitado a
proliferacdo de micro-organismos trazidos por aves silvestres que utilizavam da agua para a
dessedentacdo. Segundo Gama et al. (2008), as bactérias contaminam a agua principalmente através
das fezes, material de expectoragdo e muco de animais domésticos e silvestre.

Em relacdo a taxa de contaminacdo microbiana de enterobactérias na casca e contetido
interno de ovos de GFQ em pontos de venda em feiras livres de Fortaleza, evidenciou-se uma
condi¢do de deficiéncia higi€nico-sanitaria as quais o produto era submetido. Na literatura cientifica
sdo poucos os trabalhos que trazem dados relacionados a prevaléncia de enterobactérias em ovos de
galinha comercial e principalmente em aves de fundo de quintal, o que dificultou a comparagdo dos
resultados. Entretanto a pesquisa de Musgrove et al. (2008) mostrou que a prevaléncia microbiana na
casca dos ovos disponibilizado aos consumidores pode ser bem menor. Os pesquisadores esclarecem
que nos Estados Unidos a lavagem dos ovos antes da venda € pratica obrigatoria e verificaram que os
ovos antes desse procedimento sanitario possuem carga de até 83,2% de Enterobacteriaceae e outros
micro-organismos, enquanto que ap6és a lavagem essa taxa de contaminacdo pode diminuir para até
5,1%. Musgrove et al., 2004 afirmam que nas cascas dos ovos podem ser encontrados diversos micro-
organismos, € assim servir como veiculo de transmissao de importantes patdogenos aos seres humanos
(FAVIER et al., 2000).

Em relagdo a taxa de contaminagdo do contetido interno, Andrade et al. (2004)
observaram que 58,18% dos ovos comercializados em feiras livres de Goiania (GO) eram positivos,
entretanto apenas 12,9% estavam contaminados por bactérias da familia Enterobacteriaceae. Dessa
maneira, o percentual de positividade detectada nas amostras de ovos vendidos em Fortaleza (33,3%)
pode ser considerado preocupante, pois alguns desses micro-organismos podem causar toxi-infe¢do
alimentar aos consumidores (STEPIEN-PYSNIAK, 2010).

A espécie de micro-organismo mais isolada na casca dos ovos e contetido interno foi a
Escherichia coli (13,3%). A importancia desse registro deve-se ao fato de que as galinhas sdo
susceptiveis a colonizagdo por E.coli O157: H7, um importante patégeno para seres humanos (GAMA

et al., 2008), e assim como outros agentes infecciosos podem ser transferidos aos ovos imediatamente
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apos a oviposi¢ao (COPUR et al., 2010). Entretanto, normalmente a contaminag¢do dos ovos ocorre
apos a postura, ¢ a maioria dos ovos contém pouca ou nenhuma bactéria (MAYES, 1983).

Musgrove et al. (2008) também observaram que E. coli, assim como Enterobacter, foram os
patdgenos mais prevalentes em amostras de cascas dos ovos desinfetados e destinados ao comércio.
Em relagdo ao conteudo interno de ovos de feiras livres, Andrade et al. (2004) observaram que E. coli
e Citrobacter spp., estavam presentes em apenas 1,85% das amostras analisadas, sendo menos isoladas
apenas em relacdo a Pseudomonas (2,94%) e Enterobacter (5,51%). Adesiyun et al. (2006)
observaram que Klebsiella spp. (12,9%), seguido por Pseudomonas (9,7%) foram os micro-

organismos mais isolados de contetido internos de ovos vendidos em centro comerciais de Trinidad.

Conclusao

Nao houve isolamento de Salmonella spp. nas amostras de swabs cloacais ¢ de arrasto,
cascas e conteudo interno dos ovos.

A incidéncia de Salmonella spp. em galihas de fundo de quintal esta em niveis tdo baixos
que estdo de acordo com o que preconiza a vigilancia sanitaria.

Os indices de enterobactérias servem de alerta para novas medidas sanitarias a serem

adotadas pelos comerciantes de ovos vendidos em feiras livres.
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Figura 1 Regionais de Fortaleza (CE)

Fonte: http://www.fortaleza.ce.gov.br (2013)
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Tabela 1. Perfil sanitario das propriedades criadoras de galinhas de fundo de quintal criadas na cidade «

Fortaleza-CE.

Variavel n/N Frequéncia (%)
Aves por propriedade Até 25 aves 9/18 50,0
De 25 a 100 aves 9/18 50,0
Sistema de criac¢do Extensivo 7/18 38,8
Semi-intensivo 10/18 61,1
Intensivo 1/18 5,5
Troca de agua /Limpeza dos  Diariamente 14/18 71,7
Bebedouros Duas vezes por semana 3/18 16,6
Trés vezes por semana 1/18 5,7
Utilizagdo das vacinas* Nunca utilizou 16/18 88,8
Utilizou 2/18 11,1
Utilizacdo de antibidticos**  Sim 15/18 83,3
Nao 3/18 16,6
Finalidade da criacdo Consumo 7/18 38,8
Comércio 4/18 22,2
Consumo ¢ comércio 4/18 22,2
Lazer 3/18 16,8
Alimentagao ofertada Apenas racdo comercial 0/18 0,0
Apenas resto de comida 2/18 11,1
Apenas milho 4/18 22,2
Resto de comida mais milho ¢ 12/18 66,7
ragdo comercial
Contato com aves silvestres** Sim 13/18 72,2
Nao 5/18 27,7
Presenca de roedores ou Sim 9/18 50
fezes de roedores Nio 9/18 50
Assisténcia por Sim 2/18 11,1
médicos veterinarios Naéo 16/18 88,8

*  Vacinas contra Marek e Doenga de Newcastle
**  Utilizacdo apenas quando algum problema no plantel era detectado
*#%* Contato com passeriformes durante a oferta de alimentacdo, geralmente milho, ou que també

utilizavam dos bebedouros.
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Tabela 2. Prevaléncia de galinhas de fundo de quintal positivas no teste de soroaglutinagdo rapida

com antigeno “K” colorido para o diagnostico de pulorose e tifo aviario.

Regional Propriedade Aves (N) n° de aves positivas - (%)

1 15 0-(0,0)

I 2 20 3 -(15,0)
3 33 4-(12,1)

Total 68 7-(27,12%)

1 21 4 -(19,1)
I 2 23 2-(8,7)

3 22 18- (81,8)

Total 66 24 - (36,4)

1 22 6-(27,3)
I 2 19 1-(5,3)
3 24 3-(12,5)

Total 65 10 - (13,4)

1 20 8 - (40,0)

v 2 16 7 - (43,8)
3 30 2-(6,9)

Total 66 17 - (25,8)
1 20 8- (40,0)

\Y% 2 24 20-(83,3)
3 26 9-(34,6)

Total 70 37-(52,9)

1 25 3-(12,0)

VI 2 30 6 - (20,0)
3 15 7 - (46,7)

Total 70 16 - (22,8)

Total 405 111-(27,4)
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Tabela 3. Resultados bacteriologicos dos contaminantes das cascas e do conteudo interno

dos ovos das galinhas de fundo de quintal comercializados nas feiras livres de Fortaleza.

Bactérias Micro-organismo  contaminante « Micro-organismo contaminante ¢
casca conteudo interno
n/N (%) Regional /N (%) Regional
Escherichia coli 4/30 (13,3%) L I, 110, VI 4/30(13,3%) LILILIV
Citrobacter 3/30(10,0%) LILIV 2/30 (6,7 %) I,IV
Enterobacter spp. 2/30 (6,7%) LIV 0/30 (0,0%) -
Proteus spp. 2/30 (6,7%) ILVI 0/30 (0,0%) -
Providencia spp. 1/30 (3,3%) I 0/30 (0,0%) -
Klebsiella spp. 1/30 (3,3%) I 1/30 (3,3%) VI
Shigella spp. 1/30 (3,3%) A" 2/30 (6,7%) I,V
Yersinia spp. 0/30 (0,0%) 0/30 (0,0%) 1/30 (3,3%) 11

Total 14/30 (46,7%) - 10/30 (33,3%) -
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11. APENDICE

QUESTIONARIO

1. Dados Gerais Data:.....coovvveieiiiiiiieeeiens PROP N°....coovvvvviienn.

1.6 ReSponSAVE] Pela COIETA ......ccviiiiiiiiieiecie ettt ettt te et esaee e beessaaenseenees

1.7 Ntmero de amostras coletadas: Ovos () swabs cloacais () racdo( ) swabs de arrasto ( ) agua () fotos (

)

2. Dados referentes a propriedade:

2.1 Sistema de criagdo: Extensivo () Semi-intensivo ()

2.2 Idade unica () Idade multipla ()

2.3 Espécie unica(  )Diversas espécies ()

No caso de diversas espécies eSpeCifiCar........couvirrrervieeriienieeieeieeeveeneeenn
2.4 Qual a ave doméstica criada com predile¢do?

Galinha () Capote () Patos( ) Gansos( )Perus( )Pombos( )
OULTOS. ..ttt

2.5 As aves entram em contato com aves silvestres ?

Sim( )Nao( )

Em caso afirmativo especificar as eSPECIES........cvurrrirrierrierierierieereeeeeeneeereeees
2.6 Numero aproximado de aves:

Até 25 aves ( )25a 100 aves ( ) Mais de 100 aves ()
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2.7 Presenca de roedores ou fezes de roedores:

Ausente ( )Alojamento das aves () Area de circulagio (  )Local de armazenamento de alimento () Outro

O

Em CaS0 A€ OULTO ©SPECITICAT . .....uiiiiieiieiiieieeeieetie et etee ettt e et e e steeeteestbeesbeesbeeesbeessseesseessseesseensseenseennnennns
2.7 Estado geral das aves:

Apaticas () Aparéncia normal ( )

Presenga de Ectoparasitas: Sim ( )N&o ( )

Sinais Respiratérios: Descarga nasal () Ronqueira () Tosse ()

Sinais Digestorios: Diarreia () Diarreia branca () Diarreia sanguinolenta ()

Sinais Nervosos: Paralisia das asas () Paralisia das patas ( ) Torcicolo ( )

OULTOS SINATS..c.v ettt ettt ettt et ettt ettt b b sttt ebeeb e e st ebe e bt ebesbe et e ebesae st e sa et e st enaeneeneee
2.8 Alimentac¢do ofertada:

Ragfo comercial () Ragdo caseira () Somente milho () Outro ()

Em CaS0 A€ OULTO ©SPECITICAT . .....uiiiiieiieiiieieeeteeiie st eite et et e e et e e st e eteestaeesbeesteeesteessseesseessaeesseensseenseennnennes
Agua

Com que frequéncia vocé€ troca a dgua dos bebedouros .........cccveevveeriercieeiieiieereeeceiee e
2.9 Praticas de vacinagoes:

Utiliza frequentemente () Utiliza raramente () Nunca utilizou ()

Em caso positivo eSpecifiCar..........ccuerveeveeenieeiieeriieniieenieeeiens

2.10 Utilizacdo de antibioticos :

Utiliza frequentemente () Utiliza raramente () Nunca utilizou ( )

Em caso positivo especificar..........ocerireerierienenieieeieieens

2.10 Possui alguma assisténcia veterinaria: Sim () Nao ()

2.11 Surtos

2.11.1 Ja houve na propriedade alguma doen¢a que matasse praticamente todas as aves em poucos dias? Sim (

)Nao ()
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2.11.2 Em quanto tempo a populagdo era dizimada?

ldia( )2dias( )3dias( )

2.11.3 Quais os principais sinais observados.

Respiratorio: Descarga nasal () Ronqueira () Tosse ()

Digestorio: Diarreia () Diarreia branca( ) Diarreia sanguinolenta ()

Nervoso: Paralisia das asas () Paralisia das patas () Torcicolo () Outros

SITIAIS. 1ttt ettt et ettt st ettt et eb et eb e a e bt e bttt h e b et et b e st h et b a oo bt ea bt et b e e b b e
2.11.4 Em caso afirmativo da resposta anterior,

No ultimo ano () HA mais de 1 ano () Nos ultimos 4 anos ( ) Ha mais de 4 anos
2.11.5 Esta enfermidade foi observada também em outras espécies?

Sim () Nao ( ) Em caso afirmativo

CSPECIIICAT . ...ui ettt ettt ettt et e e et e e nt st ese e s st e sesneesaeensenseenseseennennaens
2.11.6 Qual(is) o(s) periodo(s) o surto é observado com mais frequéncia:
Inverno () Verdo () Néo observou ()

Em caso afirmativo, especificar

3.0 Dados referentes aos proprietarios:

3.1 Escolaridade: 1° Grau incompleto () 2° Grau incompleto () 2° Grau completo () Superior
3.2 Atividade: Desempregado () Aposentado/ pensionista () Sub emprego ()

3.3 Responsaveis pela criagdo: Homem () Mulher () Homem/ Mulher () Filhos () Outros ()

3.4 Gostaria de ser visitado regularmente por veterinarios e que suas aves fossem submetidas a vacinagdes?

Sim( )Nao( )
4. Qual a finalidade da carne e dos ovos criados em sua propriedade?
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