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RESUMO

Nos ultimos anos observaram-se mudangas nos méetodos empregados para a produgao
agropecudria. Dentre eles, o sistema orgénico de producdo vem ganhando espago no
mercado, devido ao desenvolvimento de novos habitos gerados a partir da preocupacao
com a seguranca alimentar. Entretanto, os processos produtivos em sistemas de
producdo ndo convencional também estdo sujeitos a contaminacGes, dentre elas,
contaminagdo por Salmonella spp. Devido a estas preocupagdes, observou-se a
necessidade de estudar novos segmentos produtivos, 0s quais podem ser possiveis
fontes de contaminacdo. Nesse estudo foram acompanhadas 5 granjas que estdo em
processo de certificacdo para a producdo de ovos em sistema orgénico. Avaliou-se a
ocorréncia de Salmonella spp. no alojamento de pintos de um dia através de swab de
cloaca e fundo de caixa. No decorrer do ciclo produtivo, também foi avaliado a presenca
de Salmonella spp. na cama dos aviarios, acesso a area externa, ninhos e ovos (casca e
conteudo interno), quantificando este agente através da técnica do numero mais
provavel — NMP. Dos 7 lotes avaliados, 3 foram positivos para Salmonella spp. em
algum momento da produgéo. Na granja A, houve isolamento de Salmonella Agona a
partir de um ninho do lote Al (3,0 NMP/mL). Na mesma propriedade, houve
isolamento de Salmonella Gallinarum em um segundo lote (A2), proveniente de um
surto de salmonelose que ocorreu logo ap6s o alojamento das aves, ocasionando
aumento da mortalidade (33,7% acumulado até o 9° dia de alojamento). Salmonella
Agona também foi isolada partir de dois pools de swabs de cloaca de aves de um dia e
swab de cama de aviario, sendo que este Gltimo apresentou 60,03 NMP/mL, ambas
oriundas da granja B. As granjas C, D e E avaliadas e seus respectivos lotes,
apresentaram resultados negativos em todas as avaliagOes realizadas. Os isolados de S.
Agona oriundas do swabs de cloaca apresentaram o mesmo perfil genético. No mesmo
sentido, as amostras isoladas do ambiente também apresentaram o mesmo perfil entre
elas, diferenciando-as dos isolados de swab de cloaca. A presenca de S. Agona no
ambiente avicola representa um possivel meio de contaminacdo para 0S 0VOS
produzidos. Tratando-se de um sorotipo que pode infectar seres humanos, medidas
sanitarias devem ser empregadas para evitar infeccOes alimentares causada por esse
agente.

Palavras chave: Salmonella spp., aves, sistema organico.



ABSTRACT

Changes have been observed in the methods used in agricultural production over the last
few years. Among them, organic production system has been gaining presence on the
market due to development of new habits from the concern with food safety.
Nonetheless, the productive processes of unconventional production systems are also
subject to contamination, including by Salmonella spp. Due to such concerns, it is
necessary to study other productive sectors which could be subject to potential sources
of contamination. This study monitored 5 poultry farms undergoing the certification
process in order to produce organic eggs. The following items were assessed:
occurrence of Salmonella spp. in chicks-through cloaca swab and transport boxes and
presence and quantity of Salmonella spp. through the assay Most Probably Number -
MPN/qg in soiled poultry litter, access of the birds to external areas, their nests and eggs
(eggshell and internal contents). Of the 7 flock evaluated, 3 were Salmonella spp.
positive at some point of the production. In farm A, Salmonella Agona was isolated
from the nest of Al flock (3.0 MPN). In the same property, Salmonella Gallinarum was
isolated from a second flock (A2), with signs and lesions consistent with Salmonella
observed just after the birds were housed, causing an increase in the mortality rate
(33.7% until the 9" housing day). Salmonella Agona was also isolated from two pools
of cloaca swabs from one-day-old birds and swab from the poultry litter, which showed
60.03 NMP, originated from farm B. Farms C, D and E and their respective flocks
showed negative results in all tests. The isolation of S. Agona isolated from two pool of
cloaca, show the same genetic profile. Similarly, the isolated from birds’ environment
also showed the same genetic profile between them, differencing the isolated cloaca
swabs. The isolation of S. Agona in the birds’ environment can be a source of infection
for eggs. Since this is a serotype that may infect humans, control measures must be
employed to avoid food-borne diseases caused by this agent.

Key words: Salmonella spp., hens, organic system.
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1 INTRODUCAO

O setor avicola nos ultimos anos vem apresentando grande expansdo nha
producdo e exportacdo de carne de frango e na produgdo e consumo de ovos. Esse
incremento demonstra a grande representatividade que este produto esta tendo nos mais
diferentes mercados do mundo (UBABEF, 2011).

O consumo de ovos sofreu declinio no Brasil por alguns anos, acusado de trazer
maleficios a satde. Entretanto, Novello et al. (2006) ressaltam que o ovo é um alimento
nutricionalmente completo e ideal para o consumo, pois fornece aminoacidos essenciais
e outros nutrientes importantes.

A preocupagdo com a salde e a qualidade dos alimentos é constante entre 0s
consumidores. Novos habitos alimentares desenvolvidos ap6s a década de 80 na Europa
reforcaram a necessidade de produzir alimentos, neste caso, ovos, com qualidade e
caracteristicas que atendam o mercado consumidor. Na busca por alimentos saudaveis,
livres de agrotdxicos e fertilizantes quimicos, 0s consumidores comegaram a pressionar
0s produtores de alimentos a produzi-los a partir de modelos alternativos.

A produgdo organica de ovos se fundamentou como uma das vertentes da
producdo alternativa, a qual foi regulamentada na Europa no ano de 1991 e no Brasil no
ano de 2003 (PORTAL BRASIL, 2011). No entanto, assim como o processo produtivo
convencional industrial, a producdo de ovos nesse sistema também esta sujeito a
contaminagdes de origem bacteriana, fisica e quimica, 0 que torna necessarias
avaliacOes sobre a forma de producdo neste sistema. Em particular as contaminagdes
bacterianas, diversas vezes causadas por Salmonella spp., que s&o reportadas e
responsaveis por infec¢bes alimentares transmitidas através do consumo de ovos ou
carne de frango contaminados.

Tendo em vista que estes produtos sdo referidos como os principais meios de
transmissdo deste agente, diversos consumidores assumem que aves produzidas em
sistemas convencionais possuem uma maior incidéncia de Salmonella spp. do que
aquelas produzidas em sistemas organicos ou free-range (BAILEY, et al. 2005). Apesar
desta preocupacdo, pesquisas de microrganismos patogénicos em sistemas alternativos
de producéo sdo escassos e 0S mesmos necessitam ser avaliados quanto a presenca de
patdgenos no decorrer do ciclo de producéo.

Apesar do sistema de produgdo organica diferir em métodos de manejo e

instalagdes, quando comparado com o sistema convencional, 0 manejo sanitario e a
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auséncia de patogenos de importancia em salde publica deve receber atengédo
equivalente a producdo convencional.

Com essa preocupacdo e a auséncia de dados sobre a realidade sanitaria deste
sistema que esta emergindo, este trabalho teve o intuito de detectar a presenga com
posterior quantificagdo de Salmonella spp. em lotes alojados em propriedades que se
encontravam em processo para certificacdo para producdo organica no estado do Rio
Grande do Sul. Os lotes ndo foram avaliados durante seu ciclo completo, devido a
restricbes de acesso e ao pequeno numero de produtores de ovos que adotam esse

manejo.
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2 O NOVO MERCADO CONSUMIDOR E SUAS EXIGENCIAS

As mudancas constantes observadas nos ultimos anos conduzem a um contexto
chamado de globalizacdo. A producdo e consumo que sdo observadas nos dias atuais
permitem verificar um mercado consumidor mais exigente, que busca produtos
saudaveis, de qualidade, que ndo causem danos ao meio ambiente e que respeitem 0
bem estar animal.

Nos anos 60, produtores e agricultores comegaram a perceber que a utilizacdo de
fertilizantes e outros produtos quimicos poderiam prejudicar a saide humana e 0 meio
ambiente (FAO, 2003). Ja nos anos 80, o uso de sistemas de gaiolas para a producao de
aves de postura comecou a sofrer pressoes oriundas de consumidores que se mostraram
preocupados com o bem estar dos animais, o qual motivou um maior consumo de ovos
produzidos em sistemas free-range. (LAMPKIN, 1997). O mesmo autor ainda relata
que na década de 90, os setores produtivos de carne de aves e de ovos enfrentaram
pressdes crescentes sobre higiene e qualidade dos produtos, o que levou ao inicio da
implantacdo do sistema de producdo orgéanico de alimentos.

A preferéncia por alimentos alternativos, também surgiu devido a inseguranca
alimentar enfrentados pelos consumidores nos anos 80, oriunda da preocupagdo como a
encefalomielite espongiforme bovina - BSE, residuos de aditivos quimicos em produtos
de origem animal e resisténcia antimicrobiana (ANDRADE, 2005; PUZZI, 2008;
SPISSO, 2009).

O emprego de técnicas alternativas de producdo, como free-range, ecologico e
organico comecgaram a se expandir na Europa. Entre eles, os organicos ganharam
notoriedade quando os governos da Alemanha, Dinamarca e Suécia introduziram
medidas para incentivar a conversdao dos sistemas convencionais para 0s sistemas
organicos apos o inicio da Revolugdo Verde, que iniciou no comec¢o do século XX
(TATE, 1994; AQUINO, 2005).

A Revolugdo Verde do Pos-Guerra contribuiu de forma muito expressiva a
produtividade agricola e producdo animal em escala industrial. Entretanto, o uso
indiscriminado de antimicrobianos (EFSA, 2008) que conduziu a resisténcia
antimicrobiana de diversas bactérias, juntamente com a utilizacdo constante de
fertilizantes e inseticidas (ALBERGONI, 2007; BEFFPOINT, 2002), levou o0s
consumidores a preferir produtos produzidos de forma ndo convencional, entre eles,

produtos oriundos de sistemas organicos.
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Na Europa, o0 mercado do consumo desses produtos é crescente e apresenta uma
heterogeneidade muito ampla. Neste bloco de paises, hoje 0os maiores produtores sao:
Alemanha, Reino Unido e Itdlia. Entretanto, é na Dinamarca que estes produtos
possuem uma maior participagdo no consumo total de alimentos (BEEF POINT, 2002).

A obtencdo de produtos orgéanicos apresentou um crescimento medio de 25%
entre 0s anos de 1997 e 2007, principalmente nos Estados Unidos, Unido Européia e o
Japdo (BRASIL, 2007). Embora alimentos produzidos no sistema organico tenham
ganhado destaque da midia nos ultimos anos, o consumo de alimentos produzidos neste
sistema representa uma fatia muito pequena do mercado de alimentos, principalmente
devido a baixa disponibilidade de oferta de produtos e ao custo de aquisicdo
(ORMOND, et al. 2002).

2.1 SISTEMA ORGANICO DE PRODUGCAO

O habito alimentar saudavel aliado a produgdo sustentivel, vem ganhando
espaco para o desenvolvimento de produtos diferenciados (CASTELLINI, et al. 2008;
XAVIER, et al. 2001). Estes produtos séo oriundos, segundo International Federation
of Organic Agricultural Movement — IFOAM, de uma agropecuéaria que aborda um
sistema baseado em um conjunto de processos que resultara em um ecossistema
sustentavel, seguranca alimentar, bem estar animal e ampliacdo da justica social
(IFOAM, 2006). Essas praticas menos agressivas gue otimizam 0s recursos naturais e
preservam a biodiversidade local, objetivam produzir alimentos saudaveis, suprindo a
necessidade do mercado (JAENICH, 2008).

A medida que os produtos organicos comecaram ter uma maior aceitacdo no
mercado nacional e internacional, surgiu a necessidade de garantir a origem e a
qualidade através de instituicOes de reconhecimento internacional (ORMOND, 2002). O
reconhecimento destas unidades de producéo se deu a partir de unidades certificadoras,
que fiscalizam e inspecionam as propriedades agricolas e os processos de producao,
verificando se atendem as regulamentacdes do segmento (BRASIL, 2011).

Segundo o Censo Agropecuario de 2006 (BRASIL, 2009a), os estabelecimentos
agropecudrios produtores de organicos, representam aproximadamente 1,8% do total
avaliado e a pecuéria, representava 41.7% dos estabelecimentos. Essas informacdes véao
ao encontro do desenvolvimento favoravel do setor, o qual vem crescendo entre 15 e
20% ao ano no Brasil, do qual, 60% da producéo sdo exportadas (SCIALABBA, 2005).
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Com o crescimento deste mercado, 0 mesmo tem acarretado preocupacdes na
regulamentacéo e comercializacdo destes produtos em diversos paises do mundo. Paises
da Unido Européia foram os primeiros a publicarem diretrizes sobre este assunto através
da regulamentacdo da Comunidade Européia nimero 2092 de 24 de junho 1991(EC,
1991), e desde entdo, vem sofrendo alteragdes (EC, 2007). Ja no Brasil, a lei 10.831 de
2003 deu inicio a regulamentacdo da agricultura orgénica, considerando “produto da
agricultura organica ou produto organico, in natura ou processado, aquele obtido de
sistema orgénico de producdo ou oriundo de processo extrativista sustentavel”. J& em
dezembro de 2008, foi aprovado a primeira Instrucdo Normativa que regulamentou o
sistema organico de producdo animal e vegetal, a qual foi revogada pela IN 46 de 06 de
outubro de 2011, e atualmente regula este segmento (BRASIL, 2003, 2008, 2011).

2.1.1 PRODUCAO ORGANICA DE AVES

O novo nicho de mercado que envolve o consumo de produtos alternativos
ganhou forc¢a nas dltimas décadas. Pressdes dos mercados consumidores, principalmente
da Europa, Estados Unidos e Japdo, e mais recentemente de consumidores de paises em
desenvolvimento, fez com que o modelo atual de producdo intensivo de ovos fosse
reformulado e adaptado a producdo no sistema semi-extensivo.

No Brasil, o consumo de ovos da-se principalmente na forma in natura,
produzido praticamente em sua totalidade em sistemas de gaiolas (UBA, 2008), manejo
nédo aceito na producao organica, o qual segue um manejo diferenciado, ja referenciado
pelo MAPA (BRASIL, 2011).

Praticas de manejo que hoje sdo permitidos no sistema industrial, como
debicagem e muda forcada, ndo sdo permitidas no sistema orgénico. O uso de
programas de luz para producdo de ovos é permitido desde que seja fornecido um
periodo minimo de oito horas no escuro, por dia. A producdo em sistema intensivo,
tradicional, em gaiolas, bem como qualquer estimulos que venham a prejudicar as aves
também sdo proibidos. Além disto, a alimentagdo que é fornecida as aves, deve ser da
prépria unidade ou de outra que também produza no sistema organico (BRASIL, 2011).

A introducdo de aves nas propriedades deve ser realizada com cautela, prezando
principios da biosseguridade das granjas (ANDREATTI FILHO, 2006), e priorizando
animais oriundos de sistemas organicos (BRASIL, 2011). Em alguns casos, onde ha

indisponibilidade de introduzir aves oriundas de sistema organico, opta-se por adquirir
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aves de outros sistemas de producdo, desde que previamente aprovadas por um
Organismo de Avaliacdo de Conformidade Organica - OAC (BRASIL, 2008).

Uma das caracteristicas desse sistema, é que, diferentemente da producédo
convencional, as aves possuem acesso & area externa, com no minimo - 3 m?ave
(BRASIL, 2011), o que aumenta a probabilidade de contaminacéo por diversos agentes
patogénicos, entre eles, Salmonella spp., Campylobacter spp., Escherichia coli,
Toxoplasma gondii, entre outros que possam estar presentes em aves silvestres, insetos
e no meio ambiente (HEUER, et al. 2001; BAILEY e COSBY, 2005; LOPES, 2008;
MEERBURG, et al. 2011).

Quanto as instalacbes necessarias, seus tamanhos e modelos irdo variar
conforme o tamanho dos lotes. Para lotes de pequena escala, em geral menos de mil
aves, utiliza-se galinheiros modveis, podendo estes ser transportados para uma nova area
verde em intervalos regulares. Em maior escala opta-se pela utilizacdo de piauetes

divididos em faixas menores, alternando as areas (BERG, 2001).
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3 TAXONOMIA DO GENERO Salmonella

A Salmonelose é causada por microrganismos do género Salmonella,
pertencentes a familia Enterobacteriaceae (QUINN, et al, 2005; GAST, 2008), que
possuem a capacidade de infectar diversas especies, inclusive o homem. Este género,
composto por mais de 2500 sorotipos, pertencem duas espécies: Salmonella enterica e
Salmonella bongori, que podem ser diferenciados com base em séries bioquimicas e
sorologicas (POPPOFF et al., 2001; BACK, 2004; BERCHIERI JUNIOR, 2009;
GUIBOURDENCHE, et al. 2010).

A S. enterica € dividida em seis subespécies: S enterica subsp enterica, S
enterica subsp salamae, S. enterica subsp arizonae, S. enterica subsp diarizonae, S.
enterica subsp houtenae, S enterica subsp indica. Cada subespécie possui um numero
variavel de sorovares. Dentro da espécie S. enterica subespecie enterica se destacam 0s
sorotipos Gallinarum, Pullorum, Enteritidis e Typhimurium (EUZEBY, 1999;
POPPOFF et al.,, 2001; GUIBOURDENCHE, et al. 2010). Estes sorotipos sao
monitorados pelo Plano Nacional de Sanidade Avicola - PNSA (BRASIL, 2003b) sendo
que, a presenca dos dois primeiros em granjas de matrizes resulta em impacto
econémico maior do que os sorotipos Enteritidis e Typhimurium, que sdo os isolados
com maior freqiiéncia em produtos avicolas e em casos de infecgfes alimentares.As
Salmonella spp. sdo microrganismos ndo formadores de esporos, com tamanho de 0.3-
1.5 x 2-5 um. Sdo bactérias Gram-negativas, apresentando-se mdveis, exceto S.
Gallinarum e S. Pullorum que sdo imdveis (GAST, 2008; SHIVAPRASAD et al. 2008).
S&o aerdbicos ou anaerdbios facultativos, apresentado bom crescimento na temperatura
de 37°C, contudo algumas conseguem crescer em temperaturas que variam de 5 — 45°C.
Podem crescer em meios que o pH varie entre 4 e 9, sendo o pH 6timo em torno de 7,
entretanto, alguns componentes celulares como as fimbrias e flagelos podem nao ser
expressos em temperaturas extremas (GAST, 2008; SHIVAPRASAD et al. 2008). Esses
microrganismos sao susceptiveis a destruicdo pelo calor. Durante cozimento da carne de
aves, ao atingir uma temperatura de 74°C ou superiores, as células bacterianas tornam-
se invidveis (SCHNEPF et al. 1989). O tratamento termico por 70 minutos a 57°C
também inativa as células bacterianas (BRACKETT, et al. 2001).
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4 EPIDEMIOLOGIA

As salmonelas sdo isoladas mundialmente, podendo infectar uma grande
variedade de hospedeiros, incluindo animais selvagens vertebrados e invertebrados,
animais domésticos e humanos (GAST, 2008; WHO, 2010), promovendo perdas de
producdo nos diversos segmentos da pecudria, inclusive na avicultura.

Nas aves, a salmonelose, € responsavel por trés enfermidades distintas. A
pulorose, cujo agente € a Salmonella Pullorum; o tifo aviario, causado pela S.
Gallinarum e o paratifo aviario, causado por qualquer outro sorotipo que ndo seja S.
Gallinarum ou S. Pullorum (BERCHIERI JUNIOR, et al. 2009).

A Pulorose e o Tifo aviario sdo enfermidades septicémicas, que afetam
principalmente galinhas e perus, contudo outras aves como codornas, faisdes, patos e
pavOes também sdo susceptiveis (SHIVAPRASAD, 2008).

A pulorose é conhecida também como diarréia branca bacilar (SHIVAPRASAD,
2008) acometendo aves de qualquer idade, sendo mais comuns nos primeiros dias de
vida. A mortalidade é alta, podendo atingir 100% no primeiro més de vida, o que resulta
em um significante impacto econdémico na producdo. Ja o tifo aviario, é altamente
patogénico para aves em qualquer idade, entretanto sua ocorréncia € maior em aves
adultas, ocasionando alta mortalidade, chegando a indices de 26% no primeiro més de
vida (SHIVAPRASAD, 2008; BERCHIERI JUNIOR et al., 2009). Ambas as doencas
podem ser transmitidas por diversas vias, incluindo a vertical (BERCHIERI JUNIOR et
al., 2009), onde o numero de ovos contaminados pode chegar a 33% (GAST, 2008).

Diferentemente dos sorotipos S. Gallinarum e S. Pullorun que se encontram
sobre estrito controle, os demais sorovares que ndo Sao espécie especifica, séo
responsaveis pelo paratifo aviario (GAST, 2008). Dentre os diversos sorotipos isolados
de aves, Salmonella Enteritidis é o encontrado com maior frequéncia em carcagas de
frangos no Brasil, seguido de S. Typhimurium, S. Heidelberg, S. Mbandaka, S. Give
entre outros (BRASIL, 2008; MEDEIROS, 2011). Esses sorotipos geralmente
colonizam o trato gastrintestinal, sem causar qualquer sintomatologia, e uma vez que
ndo séo especificos de aves, possibilitam a contaminacdo das carcacas e ovos causando
as infeccdes alimentares (GAST, 2008).
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4.1 Salmonella spp. em granjas produtoras de ovos comerciais convencionais

A produgdo de ovos livres de microrganismos que possam acarretar prejuizos a
salde publica, é um dos objetivos para que se mantenha uma boa integridade sanitaria
das granjas avicolas. Além dos ovos serem passiveis de contaminagdo por Salmonella
spp., este agente pode acarretar danos a saude das aves e diversas vezes nao
caracterizando sinais clinicos da doenca (POPPE, 2000; GUARD-PETTER, 2001;
GAST, 2008).

O controle da infeccdo por Salmonella spp. nos galpBes continua sendo
imprescindivel para o sucesso da avicultura, entretanto, o trabalho sanitario empregado
deve ser principalmente preventivo. A adocdo de boas praticas agropecuarias €
fundamental para evitar possiveis infeccbes que venham comprometer o
desenvolvimento e a produtividade. Salle e Moraes (2009) ressalvam que alguns
principios devem ser seguidos para prevenir a presenca de doencas. A selecdo cuidadosa
do fornecedor de pintinhos, programa de vazio sanitario, fornecimento de agua e
alimentos de boa qualidade, entre outros manejos que venham ao encontro do
favorecimento do ambiente de criacdo das aves.

A presenca de Salmonella spp. é relatada em estudos que envolvam ambiente e
aves com um dia de vida. Zancan et al. (2000) ao pesquisar Salmonella spp. em caixas
de transporte de pintos de um dia para a produgédo de ovos, encontraram 77% de lotes
positivos para S. Mbandaka, demonstrando a possibilidade de transmissdo através dos
ovos e caracterizando como um fator importante de introducdo de Salmonella spp. nas
granjas de producdo. Lotes positivos no inicio da vida podem tornar-se portadores desse
agente até a fase adulta, resultando na contaminacao de carcagas e ovos. Além de aves
positivas para esse agente, a contaminacdo dos ovos através do ambiente contaminado
permite a sobrevivéncia de Salmonella spp. por longos periodos (DAVIES et al. 2003;
HARBAUGH, et al. 2006; CARRIQUE-MAS, 2008).

Gama et al. (2001), ao investigar a presenca de Salmonella spp. em 12 lotes de
aves destinadas a postura comercial, isolou esta bactéria de amostras de meconio de
quatro destes, sendo que em trés lotes foi verificado a presenca de S. Enteritidis e, em
um lote, foi isolado S. Enteritidis e S. enterica cepa rugosa. Dos 4 lotes positivos no
primeiro dia de vida, ao serem avaliados na semana seguinte, todos foram novamente
positivos, porém, a partir desta data, houve grande variagdo quanto a presenga de

Salmonella no decorrer do ciclo produtivo das aves.
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A presenca de Salmonella em aves com um dia de idade é um forte indicio de
transmissdo vertical (GAST, et al. 2005; GANTOIS, et. al. 2009). A pesar da
colonizagdo de 6rgédos do sistema reprodutivo por Salmonella sp. ser considerado um
fator importante em relagdo a contaminagéo de ovos (GANTOIS, et. al. 2009), o
ambiente contaminado também predispGem a esta contaminacao.

A disseminacdo horizontal de Salmonella spp. através do contato direto entre
aves, ingestdo de agua ou alimento contaminado, pessoas e equipamentos (COX et al.,
2000; GAST, 2008), bem como a ingestdo de insetos, como Alphitobius diaperinus,que
podem albergar esta bactéria (CHERNAKI-LEFFE et al., 2002; ALVES et al., 2006),
permite a disseminacao da salmonelose nos plantéis.

O ambiente avicola, como cama e ninhos, também sdo fontes de contaminacdes
para aves e ovos (MORRIS, 1990; DAVIES, 1996). A contaminacdo direta entre eles
favorecem a disseminacdo de microrganismos que sdo responsaveis por diversas
toxinfecgdes alimentares. Nos EUA, no ano de 2010, autoridades sanitarias americanas
fizeram um recall de milhdes de ovos dispostos no mercado, apés a confirmagédo de
surto de causado por Salmonella Enteritidis ligada ao consumo dos ovos (CDC, 2010b).
Nos ultimos 20 anos, S. Enteritidis foi o sorotipo mais isolado a partir de ovos
(GANTOIS et al., 2009), contaminando-os através da penetracdo da casca ou atraves da
transmisséo vertical (GAST, 2005; GUARD, 2011). No mesmo sentido, dados da Uniéo
Euopéia (ESFA, 2007) relatam que Salmonella Enteritidis foi 0 sorotipo que apresentou
a maior frequéncia de isolamento a partir de ovos entre os anos de 2004 e 2005.

Embora alguns autores citem a contaminacdo horizontal como importante meio
de transmissdo (BARROW e LOVELL, 1991; BICHLER, et. al. 1996), outros
mencionam que a transmissdo vertical € mais importante (GAST e BEARD, 1990;
GUARD-PETTER, 2001), possibilitando a producgéo de ovos positivos para Salmonella
sp. A presenca de Salmonella Enteritidis no interior dos ovos pode ser uma
conseqiéncia do tecido reprodutivo infectado, entretanto sua presengca no mesmo néo
necessariamente resultara em ovos contaminados (BERCHIERI JUNIOR, et al. 2001).

Visto a importancia da transmissdo de Salmonella spp. através dos ovos, Gast et
al. (2001) infectaram atraves da via oral aves de postura com S. Enteritidis para
estabelecer a propor¢do de ovos contaminados, observando que 4,3% dos ovos foram
positivos entre 4 e 22 semana apos a inoculagdo. Apesar das fezes serem importantes

meios de contaminacdo de ovos, a excrecdo de Salmonella spp. é intermitente, sendo
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possivel detectar baixos niveis de Salmonella na casca (GAST, et al. 2001; GAST, et al.
2005; HUMPHREY, et al 1989).

Da mesma maneira, Bichler et al. (1996), infectou oralmente aves de postura
com 25 semanas de idade, com 10 UFC de Salmonella Enteritidis. Uma semana ap0s a
inoculacéo, 63,9% dos ovos estavam positivos para esse agente. Embora as aves tenham
contaminado os ovos, as mesmas nao apresentaram sinais clinicos da doenca, como
também ndo apresentaram declinio na producao.

Berchieri et. al. (2001) ao infectar aves de postura comercial com 25 e 30
semanas de idade com 10° e 10° unidades formadoras de colonia (UFC) de Salmonella
Enteritidis respectivamente, ndo detectaram Salmonella sp. do conteudo interno dos
ovos produzido por essas aves. Entretanto, foi possivel detectar a presenca de
Salmonella Enteritidis nos érgdos internos das aves, incluindo no tecido do ovario.

O controle deste agente é primordial no que tange a qualidade microbiologica de
ovos. De acordo com EBEL et al. (2000), nos EUA estima-se que 0,005% dos mesmos
sdo infectados naturalmente por Salmonella spp. e o calculo de andlise risco foi

estimado em 3,2 milhdes de ovos contaminados por S. Enteritidis por ano.

4.2 Salmonella spp. em sistemas alternativos de producéo de aves

A avaliacdo sanitéria de granjas constitui um dos parametros de relevancia para
determinar a qualidade e a inocuidade dos alimentos, entretanto, normas delimitam o
uso de desinfetantes e sanitizantes em alguns sistemas de producéo, dificultando tomada
de medidas de biosseguridade. Jaenich (2007), relata que na producéo orgénica de aves,
a busca por produtos menos deletérios ao meio ambiente contrasta com a eficacia dos
principios ativos dos desinfetantes existentes que auxiliam na higienizacao das granjas.

Medidas gerais de biosseguridade, limpeza e desinfeccdo sdo extremamente
importantes e necessarias para a seguranca sanitaria das propriedades. Em granjas de
producdo de frangos nos EUA, Bailey et al. (2005) relatam que foram analisadas 4
produtores e 135 carcagas de frango de corte produzidos a partir de 3 produtores no
sistema free-range e em 1 produtor no sistema organico. Dos lotes avaliados, 9 (64%)
da producdo free-range, e 3 (100%) da producdo organica, foram positivos para
Salmonella spp. A partir das carcagas analisadas do sistema free-range e organico, 31%

e 60% das mesmas foram positivas para 0 mesmo microrganismo respectivamente.
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Em contraste com o grande numero de isolados citado por Bailey et al. (2005),
em trabalho realizado em uma companhia avicola de frango de corte do estado de
Carolina do Norte nos Estados Unidos, Alali et al. (2010), avaliaram a prevaléncia de
Salmonella spp. em 3 granjas de producdo em sistema organico e em granjas com
sistema convencional. Nesse trabalho, foi observado que 38,8% dos lotes produzidos
em sistemas convencionais foram positivos para Salmonella spp., contra 5,6% dos
frangos produzidos no sistema organico.

A comparagdo de sistemas de producdo também foi relatada no Brasil por
Teixeira et al. (2008), ao avaliarem a presenca de Salmonella spp. em granjas
produtoras de frangos de corte, porém néo foi possivel isolar esse agente no sistema de
producdo intensivo, tdo pouco no sistema alternativo avaliado.

Na Holanda, Rodenburg et al. (2004), além de avaliarem a presenca de
Salmonella spp. em granjas de producdo organicas de aves de corte, verificou-se a
presenca de Campylobacter spp. Das exploragdes avaliadas, 13% foram positivas para
Salmonella spp. e 35% para Campylobacter spp. Ambos microrganismos estdo
relacionados a infecc¢Oes alimentares e sdo 0s principais agentes bacterianos envolvidos

em gastroenterites e infec¢bes alimentares em humanos (EFSA, 2009; CDC, 2010a).
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5. METODOS DE DIAGNOSTICO

O diagndstico de infeccdo por Salmonella spp. é realizado pelo isolamento e
identificacdo desse agente. Esse procedimento é referenciado pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), através da Portaria 126 de 03 de
Novembro de 1995.

Neste contexto, os materiais a serem testados para o diagndstico bacterioldgico
podem ser oriundos de diversos meios. A utilizagdo de swab de cloaca, cama, ninho ou
arrasto, bem como o processamento de swabs de carcagas ou 6rgdos como um todo, séo
utilizados para este fim (BRASIL, 1995).

5.1 Método de microbiologia convencional

O método de diagndstico mais utilizado é o microbiol6gico convencional, o qual
requer mais de cinco dias para confirmar uma amostra como pertencente ao género
Salmonella (DICKEL, et al .2005). Em razdo desse grande espaco de tempo para o
diagndstico final, outros testes como Reagdo da Cadeia em Polimerase-PCR (FLORES,
et al. 2001) ou ensaio imunoenziméatico — ELISA (RODRIGUES, 2003) tem sido
utilizados como testes de triagem. Entretanto, o método microbiol6gico convencional,
ainda é utilizado como padrdo ouro para a identificacdo de Salmonella spp.

A metodologia analitica utilizada para verificar a presenca de Salmonella spp.
baseia-se no pré-enriquecimento das amostras em agua peptonada (AP)1% ou caldo de
infusdo cérebro coracdo(BHI), que sdo incubados a 36 + 1°C por 16 a 20 horas. A
utilizacdo de 4agua peptonada tamponada favorece a manutencdo do potencial
hidrogenidnico (pH), evitando que o meio fique acidificado devido a presenca de outras
bactérias, prejudicando a recuperacao das salmonelas.

Para o enriquecimento seletivo, o caldo Rappaport Vassiliadis (RV), que
apresenta verde malaquita e cloreto de magnesio, 0s quais atuam como agentes seletivos
da microbiota acompanhante e a presenca de peptona de farinha de soja, a uma
temperatura de 42 + 0,5°C por 24 a 30 horas favorecem o crescimento de Salmonella
spp. Outros caldos utilizados para o enriquecimento seletivo é o caldo selenito-cistina

(SS) e o caldo tetrationato (TT), no qual, este ultimo, recomenda-se 0 acréscimo de
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solucéo de iodo e solugéo verde de malaquita. Em ambos os caldos também se incuba a
uma temperatura de 42 + 0,5°C por 24 a 30 horas.

O isolamento e selecdo das coldnias baseiam-se na selecdo de coldnias em pelo
menos dois meios sélidos. Meios como Agar Mc Conkey, Agar Verde Brilhante com
Novabiocina (BGN), Agar Rambach, Agar Xilose Lisina Desoxicolate (XLD) ou Xilose
Lisina Tergitol 4 s&o recomendados pelo MAPA. Ambos Agares sdo incubados a 37 +
0,5°C por 24 horas e apresentam col6nias de bactérias com diferentes caracteristicas em
cada meio.

A confirmacdo de colbnias compativeis nos Agares se da a partir de testes
bioquimicos preliminares, seguido dos complementares. Nos testes bioguimicos
preliminar, a presenca de Salmonella spp. no meio Triple Sugar Iron (TSI), confere um
pH alcalino e deixa-o com uma coloragdo amarela. O meio Lysine Iron Agar (LIA),
mostra-se alcalino na base e escurecido no bisel, devido a producgéo de H,S. Ja no meio
Sulphur Indol Motility (SIM), ela vai apresentar a presenca de H,S, que é traduzida pelo
enegrecimento do meio no ponto ou ao redor do local de inoculagdo, permitindo
verificar a motilidade da cepa. No mesmo meio ainda, faz-se a prova de indol. A
utilizacdo do caldo uréia, quando utilizada em amostras de Salmonella spp. vai
apresentar reacao de uréase negativa (BRASIL, 2003a).

Colbnias compativeis com o bioquimico preliminar sdo analisadas
posteriormente com o bioquimico complementar, que sdo os testes para reacdo de
Voges-Proskauer, prova de vermelho de metila, fenilalanina desaminase, lisina
descarboxilase, arginina desidrolase, ornitina descarboxilase, utilizacdo do malonato,
sacarose, lactose, D-manitol, dulcitol e maltose.

Cepas que apresentarem perfil compativel com Salmonella spp. devem ser
caracterizadas antigenicamente através do teste de aglutinacdo rdpida com soro-
antisomatico “O” polivalente de Salmonella. A caracterizacdo final pode ser realizada
pela sorologia classica ou ensaios como Premi®Test Salmonella (WATTIAU, et al.,
2008), ou pela analise de ribotipificacdo intergénica do DNA de Salmonella spp.
(GUARD, 2011).
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5.2 Utilizagdo da técnica do Numero Mais Provével

A técnica do numero mais provavel (NMP), é um método de analise quantitativo
para microrganismos. Esse ensaio tem sido empregado para avaliar a qualidade
microbioldgica da agua, como potavel ou ndo (MARQUESI, 2010), bem como também
para estimar a contaminacdo de carcagas de frango para Salmonella spp., desta forma
mensurando o risco em adquirir uma infeccdo alimentar (BORSOI, et al. 2010).

O NMP é um ensaio que permite determinar o numero mais provavel de
bactérias presentes em uma amostra, através da inoculacao de aliquotas em uma série de
tubos. A determinagdo do nimero de microrganismos é baseada no principio de que,
subdividindo a amostra em dilui¢des, que poderdo conter ou ndo microrganismos, sera
possivel estimar o numero de células bacterianas viaveis através de calculos de
probabilidade. Para isto é necessario que 0s microrganismos estejam distribuidos ao
acaso e homogeneamente por toda a amostra (BLODGETT, 2006; SILVA et al 2010).

A técnica é bastante versatil, permitindo a numeracao de diferentes espécies de
bactérias, alternando somente o meio de cultura e as condi¢Ges de numeragdo para cada
microrganismo. A aplicacdo deste ensaio foi proposto a partir da adaptacdo de métodos
qualitativos para quantitativos, como a contagem de Salmonella spp., Listeria
monocytogenes e outros agentes que antes eram analisados somente pela presenca ou
auséncia (SILVA, et al., 2010).
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 Amostragem e processamento

O material utilizado para o respectivo projeto foi proveniente de granjas de aves
de postura localizadas no Estado do Rio Grande do Sul, que se encontravam em
processo de certificacdo para produgdo em sistema organico.

A amostragem foi realizada por conveniéncia (THRUSFIELD, 2004), a qual
envolveu uma epidemiologia descritiva horizontal através da observacéo da presenca de
Salmonella spp. e as possiveis fontes de contaminagdo. As amostras foram coletadas a
partir de swab de cloaca de pintos de um dia, fundo de caixa de transporte, cama dos
galpGes, acesso a area externa dos aviarios, ninhos de postura e ovos (casca e conteido
interno), os quais serdo descritos a baixo.

O processamento bacteriologico das amostras analisadas, foram realizados no
Centro de Diagndstico e Pesquisa em Patologia Aviaria (CDPA), no Laboratério de
Inspecdo e Tecnologia de Leite e Derivados, Ovos e Mel (LEITECIA) e no Laboratério
de Medicina Veterinaria Preventiva, todos, laboratérios da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul - UFRGS.

6.1.1 Lote de aves

Foram monitorados 7 lotes de aves de postura da linhagem Isa Brown,
adquiridas para a producdo de ovos em sistema organico. As granjas avaliadas foram
identificadas de A até E, e cada lote numerado através de numeros arabicos de forma

crescente.

6.2 Amostragem

A coleta das amostras foram padronizadas e realizadas durante o alojamento das
aves, seguindo das semanas 02, 11, 21, 31, 41, 51, 61 e 71, periodos semelhante ao
realizado por Gama (2001) ao avaliar a frequéncia do isolamento de Salmonella spp em

aves destinadas a postura, conforme anexo 1.
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6.2.1 Swab de cloaca

A coleta de swabs de cloaca foi realizada de acordo com MAPA (BRASIL,
1995). No alojamento, procedeu-se coleta de material de cloaca utilizando swabs
estéreis embalados individualmente para analise de presenca ou auséncia de Salmonella
spp. Cada amostra analitica foi composta por um pool de swab individuais de trés aves,
armazenado em tubos contendo 10 mL de Agua Peptonada Tamponada (APT) 1%
Difco®. O niimero de pintos de um dia avaliados, correspondeu a 30% do niimero de
aves alojadas. Apoés a coleta das amostras, as mesmas foram transportadas refrigeradas

em caixas isotérmicas até a chegada das amostras ao laboratorio.

6.2.2 Amostra de fundo de caixa de transporte

O procedimento para avaliar a presencga ou auséncia de Salmonella spp. do fundo
das caixas de transporte seguiu os procedimentos indicados por Brasil (1995). A partir
das mesmas, coletaram-se fragmentos do fundo, armazenados em ambiente refrigerado,

transportado ao laboratdrio para posterior incubacdo em 150 mL de APT.

6.2.3 Swab de propé

Os swabs utilizados para a cama dos aviarios foram de propés de pano. Cada par
foi embalado individualmente, colocado em um frasco de vidro com 150 mL de APT,
autoclavado por 15 minutos a 121°C, e refrigerado a 4°C.

Na granja, foram utilizados como padrdo dois pares de propés de pano na area de
cada aviario, os quais, apés entrar em contato em toda extensdo da cama, foram
armazenados no frasco de vidro com APT. Cada frasco correspondeu a uma amostra do
galpdo de aves, ou seja, duas amostras da area interna por aviario. As amostras foram
armazenadas refrigeradas em caixa isotérmicas para serem encaminhadas ao laboratorio,
para verificar a presenga ou auséncia de Salmonella spp. e paralelamente, executando-se

a técnica de quantificacdo desse agente.



30

6.2.4 Swab do piso do acesso a area externa dos aviarios

No acesso a area externa de cada aviario, foi utilizado um par de swab de propé
de pano, embalado individualmente, colocado em frasco de vidro com 150 mL de APT,
autoclavada por 15 minutos a 121°C, e refrigerado a 4°C. Apds entrar em contato com o
ambiente de acesso a area externa, os propés foram armazenados em frascos contendo
APT. Cada frasco contendo o swab, correspondeu a uma amostra do acesso a area
externa do galpdo em cada coleta. Apds as amostras serem encaminhadas ao laboratorio,
verificou-se a presenca ou auséncia de Salmonella spp. e paralelamente, executando-se

a técnica de quantificacdo desse agente.

6.2.5 Swab dos ninhos

Os ninhos foram amostrados através de esfregaco de superficie, avaliando a
presenca ou auséncia de Salmonella spp. com posterior quantificacdo (SILVA, et. al.
2010). Em cada coleta, foram avaliados 09 ninhos.

A amostra analitica foi composta por 3 pool de trés ninhos, aplicando o swab
sobre a 4rea amostrada, de 25x35 cm (875 cm?), com uma leve pressio, realizando
movimentos da esquerda para a direita e depois de baixo para cima, girando para que
toda a superficie de algoddo entrasse em contato com a amostra. Os swabs foram
armazenados em tubos de ensaio com 10 mL de APT. Considerando esse procedimento,

cada mL da amostra correspondeu a 87,5cm>.

6.2.6 Andlise da casca e contetdo interno dos ovos

A avaliacdo dos ovos para presenca ou auséncia de Salmonella spp. e sua
quantificacdo por NMP procedeu-se em duas etapas, inicialmente analisando a casca e
posteriormente o conteldo interno. Cada amostra analitica foi composta por 6 ovos, e
cada coleta, foi constituida de duas amostras, conforme recomenda Brasil (2003).

Cada ovo teve sua superficie lavada em saco estéril com a utilizagdo de 10 mL
de APT. Apos a realizacdo desse procedimento, o liquido da lavagem dos 6 ovos da
unidade amostral foi reunido e compés a amostra inicial que correspondeu a 60 mL.
Esta foi armazenada em recipiente estéril. Apds o procedimento de lavagem das cascas,

0s ovos foram imersos em uma solucéo contendo alcool etilico a 70°GL por 10 minutos,
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e secos em placas estéreis em fluxo laminar. Os ovos foram abertos assepticamente, seu
conteudo depositado em saco estéril e homogenizado por 60 segundos para compor a
amostra analitica a ser analisada. (BRASIL, 1995; PINTO et al., 2009).

6.3 Procedimento microbioldgico para detecgdo e quantificacdo de Salmonella spp.
6.3.1 Procedimento de deteccéo

A deteccdo de Salmonella spp. para determinar presenca ou auséncia foi
realizada de todas as amostras provenientes das granjas de producdo, seguindo a
recomendacéo de Brasil (2003). As amostras foram processadas e incubadas a 37+1°C
por 18+2 horas em APT. Em seguida, o enriquecimento seletivo ocorreu a partir da
transferéncia de 0,1mL de APT para 9,9mL de Rappaport Vassiliadis Difco® (RV),
incubando 24+2 horas por 42+0,5°C. O RV foi semeado em meio Agar Verde Brilhante
Difco® suplementado com novabiocina (BGN) e Xilose Lisina Tergitol-4 Difco® (XLT-
4) e incubados a 37+1°C.

Placas com colbnias enegrecidas no meio XLT-4 e roseas no meio BGN foram
consideradas suspeitas para Salmonella spp. Colonias de cada amostra isolada, foram
testadas com bioguimico preliminar (agar TSI, SIM, LIA e caldo uréia). Colbnias
compativeis nos bioquimicos preliminar foram também avaliadas no bioquimico
complementar e quando compativeis com Salmonella spp., submetidas a sorologia anti-

soro polivalente (O) para Salmonella - Difco®.

6.3.2 Procedimento para quantificacdo por NMP

Para a realizacdo da andlise quantitativa por nimero mais provavel, procedeu-se
3 dilui¢bes decimais sucessivas em triplicata em APT 1% a partir da amostra inicial,
conforme descrito por Silva et al. (2010) e Borowsky (2007), correspondendo a 107,
10 e 10 das amostras provenientes da cama e do piso do acesso a &rea externa dos
aviarios, dos ninhos, da casca e contetdo interno dos ovos.

A APT utilizada na armazenagem ou transporte dos swabs foi considerada a
primeira diluicdo das amostras. Na diluicdo 10 da amostra de swabs de ninho, foi
acrescentado APT (7 mL), aumentando o volume a ser incubado, como descrito por
Dufrenne (2001).
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No laboratorio, as diluigbes foram incubadas a 37+1°C por 18+2 horas. O
enriquecimento seletivo ocorreu com a transferéncia de 0,1mL de APT de cada dilui¢éo
para 9,9mL de RV, incubando por 24+2 horas a uma temperatura de 42+0,5°C. Em
seguida, os caldos foram semeados em BGN e XLT-4 para realizar o isolamento e
quantificacdo, resultando em 18 placas.

A leitura das placas positivas foi realizada em série de trés placas e o resultado
composto por trés nimeros, correspondendo ao total de placas positivas por diluicéo,

conforme descrito por Blodgett (2006).

6.3.3 Caracterizacao antigénica

Colénias morfologicamente compativeis nos meios de cultura e que
apresentaram comportamento bioquimico correspondente ao género Salmonella spp.,
foram submetidas a prova de deteccdo de antigenos somaticos polivalente (O) e
caracterizadas antigenicamente com 0s soros anti-somaticos “B” (04) e “D”(09) de
Salmonella.

Amostras positivas foram encaminhadas em 4&gar estoque para Fundagéo

Osvaldo Cruz - FIOCRUZ para caracterizacgao antigénica final.

6.3.4 Macro Restricdo do DNA total e eletroforese em campo pulsado (PFGE) para

Salmonella spp.

A metodologia proposta para o ensaio de PFGE foi realizada conforme CDC
Pulse Net (2009), e foi realizada nas amostras de Salmonella Agona isoladas. O DNA
cromossomal foi lisado com uma solugéo de Proteinase K. A restri¢do foi realizada com
20 U da enzima Xbal. Os fragmentos de DNA foram separados usando o equipamento
CHEF-DR 1l (BioRad®-USA), nas condicBes de Tempo Inicial: 2.2s; Tempo Final
63.8s; voltagem de 6.0V e com um tempo de corrida de 20 horas. Apds a eletroforese o
gel foi colocado em uma solucéo de brometo de etidio (40uL EtBr 10mg/mL em 400
mL de agua destilada) por 20 minutos e descorado em 3 lavagem com 500mL de agua
destilada a cada 10 minutos. Apds esse periodo as amostras foram avaliadas em

fotodocumentador (Gel Logic 2200 Pro®) para observar os resultados.
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6.4 Analise dos dados

Foi realizada analise horizontal descritiva dos achados microbiol6gicos. A
andlise estatistica utilizada para comparar as amostras pareadas nos meios sélidos foi o
teste ndo paramétrico McNemar (CALLEGARI-JACQUES, 2003).
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7. RESULTADOS

7.1 Ocorréncia de Salmonella spp. nas granjas avaliadas

A investigacdo de Salmonella spp. foi realizada em 7 lotes de aves de postura.
Das granjas avaliadas, 40% foram positivas para Salmonella spp. em algum momento

do ciclo de producéo (Tabela 1).

Tabela 1- Frequéncia de avaliacdo e ocorréncia de Salmonella spp. nos lotes
acompanhados

Lotes Aloj.* Sem. Sem. Sem. Sem. Sem. Sem. Sem. Sem.
02 11 21 31 41 51 61 71

Al NA NA NA NA NA - + ; )
A2 NA + AS AS AS AS AS AS AS
A3 NA - - - - - NA NA NA
Bl + + - - - - - NA NA
C1 NA NA NA NA - - - - NA
D1 - - - - - NA NA NA NA
El - - - - - - NA NA NA

NA: Ndo acompanhado; AS: Abate sanitario; *Alojamento das aves; - Ndo houve

isolamento; + Houve isolamento.

Dos lotes monitorados, foi isolado Salmonella spp. de trés lotes (dois lotes da
granja A e uma da granja B). Na propriedade A, o lote Al foi acompanhado da 41°
semana até a 71° semana de idade das aves, isolando Salmonella Agona de uma amostra
analitica oriunda de ninho de postura.

Na mesma propriedade, houve isolamento de Salmonella Gallinarum em um
segundo lote (A2), seguido de abate sanitario. Entretanto, como este isolamento foi
realizado paralelamente ao experimento, 0 mesmo sera descrito no capitulo 2. No
terceiro lote (A3) produzido na mesma granja ndo foi possivel isolar Salmonella spp.
em nenhum momento do ciclo do lote avaliado.

Na granja B, o monitoramento ocorreu do alojamento das aves até a 51° semana

de idade. Duas amostras analiticas de pool de swabs de cloaca dos pintos de um dia no
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alojamento e uma amostra analitica de swab de cama do aviario realizada na segunda
semana foram positivas para S. Agona.

As granjas C, D e E avaliadas e seus respectivos lotes, apresentaram resultados
negativos em todas as avaliagOes realizadas.

Através da avaliacdo horizontal dos lotes estudados, quanto a presenca e ao
nimero mais provavel de células de Salmonella spp., verificou-se que o lote B1,
positivo para Salmonella spp. no alojamento e na segunda semana, ndo manteve-se
positivo durante ao longo do ciclo de producdo. Ja os lotes C1, D1 e E1, mantiveram-se
negativos em todas as avaliagdes.

Diferentes sorotipos foram identificados nas granjas avaliadas. Os sorotipos

isolados e sua procedéncia estdo descritos na tabela 2.

Tabela 2 - Sorotipos de Salmonella spp. isolados de aves de postura organica

Lote Idade Origem do material Sorotipo
Al 51° semana Swab de ninho S. Agona
A2 5° dia Pool de 6rgéos S. Gallinarum
Bl 1° dia Pool de swab de cloaca S. Agona
Bl 1° dia Pool de swab de cloaca S. Agona
Bl 2° semana Swab de cama S. Agona

7.1.1 Pesquisa de Salmonella spp em pintos de um dia e fundo de caixa

No presente estudo foram coletadas swabs de cloaca de trés lotes da linhagem
Isa Brown alojadas em trés diferentes propriedades, sendo detectada a presenca de
Salmonella spp. em um lote, conforme exposto na tabela 3. Do total de 201 pintainhos
avaliados, em 67 pools, S. Agona foi isolada de dois pools (2,98%), que correspondeu a
seis aves provenientes do lote B1. N&o foi detectada Salmonella spp. do fundo de caixa

da transporte dos 3 lotes, inclusive do lote B1, o qual foi positivo nos swabs de cloaca.
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Tabela 3 - Prevaléncia de Salmonella spp. nas amostras de swab de cloaca e
fundo de caixa

Pool de Swab de cloaca  Swab de fundo de caixa

Propriedades Positivas Positivas
B 9,09% (2/22) 0% (0/2)

D 0% (0/33) 0% (0/4)

E 0% (0/12) 0% (0/3)
TOTAL 2,98% (2/67) 0% (0/9)

7.1.2 Pesquisa e quantificacdo de Salmonella spp. de swab de propé de cama dos

galpdes

Durante o monitoramento dos lotes, foram avaliadas 46 amostras de swab de
prope da cama. Do total, foi isolada somente uma amostra (2,17%), oriunda de um
amostra de swab de propé da cama do lote B1, caracterizada como S. Agona. Em
nenhum outro momento até a 51° semana de idade do mesmo lote, foi isolado
novamente esse agente. A partir da amostra isolada, verificou-se que a mesma
apresentava 60,03 NMP/mL em uma érea de 15,5 m?, apresentando a mesma média de
contagem nos meios XLT-4 e BGN, ndo demonstrado diferenca significativa no teste
McNemar. O namero mais provavel foi calculado conforme arquivo disponibilizado no
formato online no site do BAM (BLODGETT, 2006), fornecendo dados que néo estdo

disponiveis nas tabelas de calculo de NMP.

7.1.3 Pesquisa e quantificagdo de Salmonella spp. de swabs de propé no acesso a area

externa dos galpdes

Foram analisadas 20 amostras de swab do acesso a area externa dos aviarios.

N&o foi detectada a presenca de Salmonella spp. nas amostras avaliadas.
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7.1.4 Pesquisa e quantificagéo de Salmonella spp. em ninhos

Foram avaliados os lotes Al, B1, C1, D1 e E1. A partir de uma amostra de swab
de ninho do lote A1, foi possivel isolar Salmonella Agona, a qual correspondeu a 2,22%
(1/45) do total de ninhos avaliados, ou 11,11% (1/9) pools de ninhos avaliados no lote
Al. A média de contagem de células no meio XLT-4 foi 3,0 NMP/mL em uma area de
0,125m?, ndo havendo isolamento no meio BGN. Os resultados da contagem nos dois

agares utilizados ndo apresentaram diferenca significativa.
7.1.5 Pesquisa e quantificacdo de Salmonella spp. em casca e conteudo interno dos ovos

Das 30 amostras de ovos, ndo foi detectada Salmonella spp. da casca e do

conteudo interno.

7.2 Resultado do PFGE

O PFGE mostrou tipabilidade de 100% das amostras de Salmonella Agona,
gerando dois perfis no total. Como é possivel observar na figura 1, as amostras 1 e 2
isoladas de swab de cloaca do lote B1, mostraram perfil genético idéntico. Uma segunda
amostra (amostra 4), a qual foi isolada na semana seguinte dos isolados de swab de
cloaca, do mesmo lote, apresentou perfil genético diferente das amostras 1 e 2,
constatando a presenca de dois perfil genético circulando na mesma granja. J& o perfil
genético gerado a partir da amostra 4, referente ao lote B1, foi compativel com o isolado
do swab de ninho do lote Al.
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M

M

Figura 1- Macrorestricdo de DNA total de Salmonella Agona com perfil gerado
por PFGE, utilizando a enzima Xbal. Amostra 1 e 2 (swab de cloaca); amostra 3
(swab de ninho); amostra 4 (swab de cama); M (S. Braenderup H9812) utilizada
como marcador.
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8 DISCUSSAO

O controle de salmonelose em aves continua sendo imprescindivel em qualquer
sistema de producdo. Além de impedir a presenca de Salmonella spp. em plantéis
avicolas, tém-se preocupado com o potencial de transmissdo desse agente através de
carne e ovos. Salmonella spp. € uma importante bactéria envolvida em doengas
transmitidas por alimentos no estado do Rio Grande do Sul (COSTALUNGA, et al.
2002; NADVORNY, et al. 2004), a qual é centrada de trabalhos com o intuito de evitar
a transmissao para seres humanos.

Baumer et al. (2000) acreditam na hipoOtese de que o aumento das infecgdes
alimentares causadas por Salmonella spp. teve origem na década de 1960, devido
particularmente a emergéncia do sorotipo S. Enteritidis, que hoje é o patégeno mais
associado a doencas de origem alimentar oriundas de produtos avicolas. Ainda no
mesmo ano, 0 aumento desse sorotipo na Inglaterra e EUA sugerem que o declinio de S.
Pullorum pode ter favorecido o aumento da S. Enteritidis.

No Brasil, observou-se no Estado de S&do Paulo um aumento acentuado do
isolamento de Salmonella spp. principalmente S. Enteritidis a partir do ano de 1994,
oriundo de fontes humanas e ndo humanas (FERNANDES, 2003). O Ministério da
Saude relata que 42,5% dos surtos relacionado a DTA (doencas transmitida por
alimento), estdo associados a este agente, que é o relatado com maior frequéncia em
surtos (BRASIL, 2009; SUAREZ, 2011).

Outros sorotipos sd@o reconhecidos por seu potencial patogénico, como S.
Tiphymurium, a qual pode provocar quadro de septicemia em animais e seres humanos.
Sorotipos como S. Infantis e S. Agona estdo envolvidos em infecgOes graves em
criangas, além da existéncia de relatos de multirresisténcia a antimicrobianos para S.
Agona (FONSECA, 2003, 2006; MULVEY, 2004). Durante o monitoramento dos lotes,
neste experimento, o isolamento de S. Agona foi relatado em 3 dos 7 lotes
acompanhados e em 4 dos 5 isolamentos de Salmonella spp. realizados.

Diversos sorotipos estdo envolvidas em surtos de DTA (BERCHIERI, et al.
2009), dentre eles, o sorotipo S. Agona o qual também foi isolado nesse trabalho. A S.
Agona foi responsavel por surtos na Europa e Estados Unidos associados a produtos
alimenticios e cereais (BERCHIERI, 2000; CDC, 2008; O’FLANAGAN, et al. 2008).
Em trabalho relatado por Hofer et al. (1997), foram analisados, durante os anos de

1962-1991, sorotipos oriundos de aves de diversas regides do Brasil. Salmonella Agona
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foi classificada como sorovar comum mas nao frequente entre os anos de 1972-1981 e
frequente entre os anos 1982-1991. No mesmo sentido, Hofer et al. (1998) avaliaram a
presenca de Salmonella spp. provenientes de matérias primas e racdes para aves durante
doze anos consecutivos (1979 a 1991). Isolaram 2.293 amostras, dos quais se isolou 151
sorotipos diferente deste agente. Entre os sorotipos mais isolados estavam S. Agona, S.
Montevideo, S. Senftenberg, S. Havana, S. Mbadanka, S. Tennesse, S. Infantis S.
Anatum, S. Cerro, e S. Bredeney.

Ainda no Brasil, segundo Pignatari (2011), foram isoladas 1781 amostras de
Salmonella spp. de carcacas de frangos e perus provenientes de diversos abatedouros,
durante os anos de 2005 a 2009 (dados preliminares do Programa de Reducdo de
Patdgenos), sendo que 7% das amostras foram caracterizadas como S. Agona. Dados
apresentados por Freitas (2011), oriundos deste mesmo programa, mostram que, através
da ribotipagem, S. Agona foi o sorotipo mais isolado de perus entre os anos de 2004 a
2010 (31,71%). Em frangos, este sorotipo foi encontrado em 5,32% das amostras
isoladas, sendo o terceiro mais isolado, ficando somente atrds de S. Enteritidis com
47,75% e S. Typhimurium com 9,03%.

Deve ser levado em consideracdo que aves portadoras de salmonelas paratificas
ndo apresentam sinais clinicos, dificultado a identificacdo da infeccdo (GAST, 2008),
contribuindo para o aumento da incidéncia dessa bactéria em alimentos.

A deteccdo dos lotes positivos € essencial, pois permite tracar estratégias que
culminem com a eliminacdo desse microrganismo, o qual pode prejudicar o
desenvolvimento do lote, causando sérios danos a producgdo, aléem de ser um dos
principais protagonistas em quadros de DTA. Gast (2008), ressalta que o cultivo
bacterioldgico tem sido empregado em programas de monitoramento para Salmonella
spp., 0 qual permite detectar e identificar os sorotipos envolvidos.

Relatos de pesquisa de Salmonella spp. em producdo organica ou alternativa
para a producdo de ovos sdo escassos. Entretanto, dados obtidos de aves de postura e
corte produzidos em sistemas industriais convencionais foram analisados e utilizados
para fins de comparacéo.

A presenca de aves positivas no primeiro dia de vida pode ser decorrente da
incubacdo de ovos positivos, 0 que possibilita uma posterior transmissdo horizontal
entre as aves. Existem duas possibilidades de contaminagédo vertical dos ovos a qual
originara aves contaminadas. Contaminacdo através da penetracdo de Salmonella spp.,

no momento da ovoposicdo através da casca (GAST, 2008; De REU, et al. 2006), ou
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atraves da contaminacdo da gema ou albdmen antes da formacdo da casca do ovo
(MIYAMOTO et al. 1997, OKAMURA, et al. 2001;).

A excrecdo de Salmonella spp. pelas aves nos nascedouros contribui para a
difusdo da bactéria no ambiente interno dos incubatorios (SONCINI, 2000)
contaminando-as através da ingestdo ou inalagcdo de material contaminado (CHAO, et
al. 2007; BERCHIERI Jr, et al. 2009). Gast et al. (1998) ressaltam que aves expostas a
Salmonella spp. no periodo final de incubagdo ou nas primeiras horas de vida podem
albergar por longos periodos esta bactéria no organismo e a qualquer momento podem
disseminar para outras aves susceptiveis ou produzir ovos contaminados durante a
ovoposicdo, resultando em uma nova fonte de contaminacéo.

A incidéncia de 2,98% das aves de um dia positivas para Salmonella spp.
encontradas no presente trabalho, esta proximo ao percentual encontrados por Rocha et
al. (2003), que ao avaliarem 18 lotes de pintinhos de um dia de trés integradoras de
frango de corte, obtiveram 3% de positividade para S. Enteritidis. Diferentemente de
Gambiragi et al. (2003), o qual ndo obtiveram resultados positivos ao avaliarem em
swabs de cloaca de pintinhos de um dia de idade proveniente de 3 empresas avicolas
produtoras de frango de corte de Fortaleza-CE.

Ainda, Rocha et al. (2003), ao avaliarem o fundo de caixas de transporte de aves
de um dia destinada a postura, identificaram 11,1% das amostras positivas para S.
Enteritidis e S. Heidelberg, diferindo do resultado desse trabalho, onde ndo foi possivel
isolar 0 agente neste local. Salles et al. (2008), também ao avaliarem em swab de caixas
de transporte de pintinhos de um dia destinado para postura de 8 empresas em
Fortaleza-CE, também n&o detectaram Salmonella spp. nas amostras.

Aves de um dia positivas para Salmonella spp. sdo fontes de infeccdo para
granjas avicolas. Avaliagdes constantes com intuito de verificar o status dos lotes frente
a este agente sdo fundamentais para garantir a qualidade do produto final. A utilizagéo
de swab de arrasto ou propé é eficaz no isolamento desse microrganismo na cama dos
aviarios e foi proposto em substituicdo ao cultivo de cama (KINGSTON, 1981; BYRD,
et al., 1997). Esta técnica é recomendada por poder determinar se estd havendo a
excrecdo intestinal de Salmonella spp. pelas aves no ambiente, a qual, além de indicar
que o lote é positivo, indica a possibilidade de transmissdo horizontal (RODRIGUES,
2002).

Através da técnica de isolamento utilizada, observou-se que 2,17% (1/46) das

amostras de swabs de propé da cama dos aviarios foram positivas para Salmonella spp.,
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sendo caracterizada como S. Agona. Ja no acesso a area externa dos aviarios, ndo foi
detectada este microrganismo.

Os sistemas intensivos de producdo, 0os quais proporcionam uma alta densidade
de animais, favorecem um ambiente propicio para multiplicacdo e disseminagdo de
diversos patdgenos (ANDREATTI FILHO et al., 2009). O emprego de cama para a
producdo de aves se da principalmente para avicultura de corte, e Andreatti Filho et al.
(2009) ao verificarem a presenca de Salmonella spp. neste tipo de produgdo, mediante a
utilizacdo de swab de arrasto durante os anos de 2005 a 2007 (total de 806 amostras),
identificaram 22 amostras positivas para Salmonella spp. Dos sorotipos isolados, 11
foram identificados como S. Give, 4 como Salmonella enterica subspécie enterica —
cepa rugosa, 2 S. Enteritidis, 2 S. Infantis, 1 S. Kentucky, 1 S. Rissen e 1 S. Senftenberg.
Embora Chernaki-Leffer et al. (2002) ndo tenham isolado esse agente de swab de
arrasto em aviarios no oeste do Parand, torna-se indispensavel a implantacdo e
manutencgdo de programas rigorosos de biosseguridade em granjas avicolas para reduzir
a contaminacdo de produtos por Salmonella spp.

Também ao avaliar horizontalmente a producdo convencional de frangos de
corte, Borsoi. (2005) isolaram através de swab de arrasto em cama de aviarios 15,8% de
amostras positivas, identificando os sorotipos S. Enteritidis, S. Agona, S. Tennesse, S.
Ohio, S. Rissen, S. enterica O: 3, 10, e S. O: 6, 71. Ja Boni (2007) ao avaliar swabs de
cama de aviarios de frango de corte na regido de Campo Grande-MT, verificou que
3,73% das amostras foram positivas para Salmonella spp., identificando S. Senftenberg,
S. Typhimurium e S. Enteritidis .

Em granjas produtoras de ovos, o sistema empregado para a producdo
geralmente sdo gaiolas, embora ainda ha producéo sobre cama (UBA, 2008). Rodrigues
(2003) ao realizar pesquisa de Salmonella spp. em 6 granjas de postura comercial
verificou a presenca deste agente. Em uma granja houve o isolamento de S. Ohio a
partir de swab de cloaca, entretanto ndo evidenciou a presenca de Salmonella spp.
através do swab de arrasto. Em outras duas granjas, 0 mesmo autor relata que foi
possivel identificar, em uma granja, S. Senftenberg a partir do swab de cloaca e de
arrasto, e em uma segunda granja, identificou S. Schawarzengrund em swab de cloaca,
além de S. Schawarzengrund e S. Ohio com o uso do swab de arrasto. Em outras 3
granjas analisadas, ndo foi possivel isolar o agente.

O fator chave que permite que o ovo seja um potencial veiculo de infeccdo para

seres humanos, é a forma como as pessoas manipulam o produto durante a producéo,
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comercializagdo e consumo (BRADEN, 2006; VAN-IMMERSEEL, 2011). Estratégias
que sdo empregadas desde 0 momento da postura até a comercializacdo dos ovos para
consumo séo importantes para evitar a perpetuacao e disseminagdo de zoonoses (SESTI,
2005; VAN-IMMERSEEI, 2011).

Grande parte dos surtos de doencas de origem alimentar em seres humanos esta
associada a produtos de origem avicola (DICKINS, 2002), entre eles, ovos
contaminados. A fim de reduzir a contamina¢do dos mesmos, um correto manejo e
limpeza dos ninhos sdo praticas essenciais que contribuem para a manutencdo da
qualidade dos produtos (SESTI, 2005; GANTOIS, et al., 2009).

Né&o foi possivel isolar Salmonella spp. da casca e do conteudo interno dos ovos
avaliados. Esse resultado esta4 de acordo com BAU et al. (2001), que relatam néo ter
encontrado esse agente em amostras de casca e conteudo analisadas de ovos
comercializados no municipio de Pelotas - RS, mas difere das taxas de 0,2 e 2%
encontradas em dois lotes respectivamente avaliados por Gama et al. (2003), no estado
de Sdo Paulo, ao homogeneizar individualmente ovos com casca e contetdo interno.
Oliveira e Silva, (2000) ao analisarem ovos comercializados em Campinas, SP,
identificaram a ocorréncia de Salmonella Enteritidis em 9,6% e 3,2% de na casca e
gema de respectivamente. Os mesmos autores ainda relatam que ao contaminar casca de
OVOS com 0 mesmo sorotipo e manté-los armazenados em temperatura ambiente e
refrigerados por 21 dias, foi possivel observar que a contaminacdo de S. Enteritidis da
casca para a gema a partir de 24 horas de incubagdo, ocorrendo com maior intensidade
em ovos mantidos em temperatura ambiente.

Na Europa, producdo de ovos em sistemas convencionais (gaiolas), segundo a
Autoridade Européia de Seguranga Alimentar — EFSA (de sua sigla em inglés) estd
associada a um maior risco de Salmonella spp. quando comparado a outros sistemas de
producdo, como por exemplo a producdo de ovos em sistema organico (EFSA, 2007). A
avaliacdo de risco da S. Enteritidis conduzida pelo Servico de Inspecdo e Seguranca
Alimentar — FSIS (de sua sigla em inglés), relata que esse sorotipo é responsavel por
grande parte dos surtos envolvendo Salmonella sp., evidenciando que, quando a
temperatura dos ovos permanece acima de 20°C apds a postura ha favorecimento da
multiplicagdo bacteriana (FSIS, 2005).

Durante os anos de 2004 e 2005, a frequéncia de distribuicdo de sorotipos
isolados de sistemas de producdo de ovos na Unido Européia, identificou S. Enteritidis

como responsavel em 52,3% dos isolamentos, seguido por S. Infantis — 8,4% e S.
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Tiphymurium - 4,8%. S. Agona foi o 10° sorotipo mais isolado, com 1,1% das amostras
(EFSA, 2007).

Através da compilacdo de dados do Centro de Diagnostico e Pesquisa em
Patologia Aviaria - CDPA, durante os anos de 2002 a 2008, foram analisadas 1905
ovos. Destes ovos, somente dois ovos individuais foram positivos, sendo caracterizado
como Salmonella Gallinarum. A partir desse isolado, observou-se que ha a capacidade
de isolamento desse agente através de ovos, ainda que em baixa prevaléncia e
envolvendo sorotipo de pouca importancia para a saude publica. Apesar da S.
Gallinarum, néo ser considerada patogénica para 0 homem, mas responsavel por danos
para a avicultura, faz necessario tomar as medidas exigidas pela legislagdo em vigor,
com vistas a evitar perdas econdémicas causadas por essa doenga, em especial em aves
de reproducédo (PERDONCINI, et al. 2010). Gast (2000) complementa que embora seja
possivel o isolamento de Salmonella de ovos, a maior dificuldade esta relacionada a
liberagcdo intermitente desse agente, o que torna o isolamento desafiante. Devido a
eliminacdo pelas fezes ndo ser continua, o isolamento de Salmonella spp. em ovos
torna-se muito baixo (HUMPREY, et al. 1989).

Considerando que a infeccdo de seres humanos por Salmonella spp. segundo
Varnam (1991), apud Mirmann et al (2008), se d& através da ingestdo de doses entre
10° e 10’ unidades formadoras de coldnias, a quantificacdo desse agente pode auxiliar
na anélise do comportamento quantitativo desde o ambiente de producdo de ovos até o
produto final. Nesse trabalho ao quantificar as amostras positivas, foi possivel verificar
em duas amostras provenientes de aviarios distintos, a quantidade de 60,03 NMP/mL e
3,0 NMP/mL para ninho e cama respectivamente. Como ndo houve outros isolados de
ambiente e ovos dos lotes positivos, ndo foi passivel de correlacionar o comportamento
quantitativo de Salmonella spp.

A identificacdo de Salmonella pelas suas caracteristicas fenotipicas € 0 método
mais comum de verificar a identidade de uma amostra (OLSEN, 1993). Nos ultimos
anos a avaliagcdo genotipica esta sendo associada a caracterizacdo fenotipicas, obtendo
melhor discriminagcdo dos isolados, o que possibilita verificar o perfil e os clones
circulantes (OLSEN, et al. 1993; OLIVE et al. 1999), auxiliando na associacdo de
surtos com a sua respectiva fonte (CHRISTENSEN, et. al. 1994).

A utilizacdo da técnica de PFGE, considerada como “padrdo ouro” de tipificagdo

molecular, devido ao elevado poder de discriminagdo que possui (OLIVE, 1999),
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permitiu verificar dois padrdes das 4 S. Agona isoladas nesse trabalho. Um perfil
isolado do ambiente (cama e ninho) e um segundo perfil dos swab de cloaca.

O perfil encontrado do isolado do swab de cloaca, oriundo do lote B1, foi
compativel com perfil clonal da amostra isolada de swab de propé da cama do aviario
na semana seguinte do mesmo lote, demonstrado a presenca de dois perfis genético
circulando na granja B1. Entretanto, o perfil genético isolado do swab oriundo da cama
do lote B1, foi o mesmo identificado a partir do isolado do swab de ninho do lote B1,
sugerindo uma possivel contaminagdo cruzada entre as granjas.

A partir dos perfis genéticos gerados nesse trabalho através do PFGE é possivel
realizar futuras associacfes com a presenca ou auséncia de genes, que Sao responsaveis
pela adesdo, invasdo e viruléncia da S. Agona e que poderdo determinar a capacidade de
causar infecgdes sistémicas tanto em aves como em seres humanos. Esses estudos, além
de permitir o conhecimento das caracteristicas dos diferentes clones, podem contribuir
como ferramenta de futuros estudos epidemioldgicos.

Em trabalho realizado por Mirmann et al (2008), a utilizagéo da ferramenta de
macrorestricdo permitiu verificar o perfil de Salmonella spp. isoladas de amostras de
alimentos envolvidos em surtos alimentares no ano de 2005 no Rio Grande do Sul.
Todos os isolados foram caracterizados como S. Enteritidis e apresentaram um unico
perfil de macrorestricdo, demonstrando somente haver um perfil clonal envolvidas nos

surtos.
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9 CONCLUSAO

Tendo em vista os resultados encontrados, verificou-se que sistemas alternativos
de producéo de ovos, também estdo propensos a contaminacdo por Salmonella spp. Este
microrganismo pode ser introduzido em granjas avicolas, através de aves de um dia
contaminadas, acarretando severos danos a producgédo. A presenca Salmonella Agona em
aves de um dia, isolado através de swab de cloaca nese trabalho, indica que este meio
pode contribuir para a entrada e disseminacdo deste agente em galpbes de producéo.
Quando isolado no ambiente (cama e ninho), pode predispor que ovos contaminem-se, e

sejam possiveis meios de transmissdo de Salmonella spp.
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10 ARTIGO - TIFO AVIARIO EM UMA EXPLORACAO DE AVICULTURA
DE POSTURA ALTERNATIVA NO SUL DO BRASIL: RELATO DE CASO*

Resumo:

O tifo aviario € uma doenca septicémica que afeta diversas espécies de aves, dentre elas,
galinhas e perus. E uma enfermidade de distribuicdo mundial, com casos esporadicos
em Paises da Europa e America do Norte e presente com uma maior freqiiéncia em
paises da América do Sul e Central, Africa e india. Sua presenca tem sido relatada em
sistemas de producdo como granjas de postura comercial e frangos de corte. Nesse
presente trabalho, relata-se um caso de Tifo Aviario em uma exploracdo de aves de
postura que se encontrava em processo de certificacdo para a producdo em sistema
orgénico. A partir do quadro clinico do lote, a qual as aves apresentaram mortalidade de
33,7% no 9° dia de vida e o isolamento de Salmonella Gallinarum de 6rgdos coletados

na necropsia das aves, confirmou-se o quadro de tifo aviario.

Palavras Chaves: Salmonella Gallinarum, pintos de um dia, ovos.

INTRODUCAO

Nos ultimos anos a producdo alternativa de alimentos, dentre eles, ovos
orgénicos, vem se expandindo no Brasil e atraindo cada vez mais produtores para
atender este nicho de mercado. Este sistema que otimiza o uso dos recursos naturais,
teve origem na Europa nos anos 80, periodo em que 0s consumidores exigiam cada vez
mais qualidade nos produtos que eram consumidos (LAMPKIN, 1997; JAENICH,
2008). A producdo de ovos passou por mudangas, alterando entéo, o atual sistema de
gaiolas empregado nas granjas para sistemas de criagdo em ambientes aberto (free-
range).

No entanto, como no sistema industrial, este método de producdo de aves
também esta propenso a doencas, dentre elas, o tifo aviario, o qual impacta diretamente
na sanidade do plantel. O Tifo aviario, o qual é causado pela Salmonella Gallinarum, é

caracterizado como uma doencga septicemica que afeta principalmente galinhas e perus.

! Artigo formatado para a revista Brazilian Journal of Microbiology, aguardando traducéo para lingua
inglesa.
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Esta doencga geralmente é observada em aves adultas, porém este agente é patogénico
para aves em todas as idades (SHIVAPRASAD e BARROW, 2008; BERCHIERI
JUNIOR e FREITAS NETO, 2009), sendo relatado com uma maior frequéncia em aves
de postura (CHRISTENSEN, et. al. 1994; PULIDO e MANTILLA, 2009).

Esta enfermidade esta distribuida mundialmente, presente principalmente em
paises da América Central e do Sul, india e Africa (SHIVAPRASAD e BARROW,
2008). Na Europa, ha relatos esporadicos de tifo aviario, com o relato de surtos
ocorridos na Alemanha e na Dinamarca na década de 90 (CHRISTENSEN, et. al.
1994). Na América do Sul, em granjas avicolas da Colémbia, a partir do ano de 2003
houve um aumento da incidéncia de Salmonella, se agravando no ano de 2006 quando
houve varios problemas sanitarios, principalmente em granjas produtoras de ovos
(PULIDO e MANTILLA, 2008). No Brasil tem sido diagnosticada a presenca desta
doenca em aves de postura comercial, apesar de ocorrer tambem em aves reprodutoras
(BERCHIERI JUNIOR e FREITAS NETO, 2009).

O controle do tifo aviario e da pulorose na producgéo industrial de aves iniciou
apos a implantagdo de programas direcionados para a eliminacdo desses agentes dessas
enfermidades do ciclo produtivo avicola. Nos Estados Unidos da América, foi
implantado na metade do século XX o Plano Nacional de Melhoramento Avicola, o
qual foi visou o controle da disseminacdo destas doengas (SHIVAPRASAD e
BARROW, 2008). Trabalho semelhante foi realizado no Brasil apos a instituicdo do
Plano Nacional de Sanidade Avicola na década de 90 (BRASIL, 1994), o qual objetivou
a eliminacdo de lotes positivos para S. Gallinarum e S. Pullorum.

A Salmonella Gallinarum, responsavel pelo tifo aviario é altamente patogénico
para aves em qualquer idade, no entanto sua ocorréncia € maior em aves adultas,
ocasionando mortalidade que podem chegar de 40-80% do plantes. A transmisséo pode
ocorrer por diversas vias, incluindo a vertical (BERCHIERI JUNIOR e FREITAS
NETO, 2009), onde o numero de ovos contaminados pode chegar a 33%
(SHIVAPRASAD, et al. 2008). O mesmo autor ressalta a importancia da transmisséo
horizontal, que se da principalmente através da ingestdo de fezes entre as aves, consumo
de ovos contaminados ou pelo canibalismo, permitindo dessa forma uma rapida

propagacdo da enfermidade.
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RELATO DE CASO

Em dezembro de 2010, o Centro de Diagndstico em Pesquisa e Patologia Aviaria
(CDPA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul recebeu 3 aves de 5 dias de
idade da linhagem Isa Brow, provenientes de um lote com 267 aves, de uma granja em
processo de certificacdo para producdo em sistema organico. As aves do lote
comecgaram a apresentar na primeira semana de idade sinais de prostracdo, asas caidas,
cicatrizacdo deficiente do umbigo e acumulo de fezes com coloragdo escura na regido
cloacal. No inicio da segunda semana exibiam fraco desenvolvimento corporal, com 60
gramas a menos do que o esperado para a linhagem.

As pintinhas apresentaram aumento da mortalidade a partir do terceiro dia de
vida (Gréfico 1), com incremento nos dias subsequentes. No dia 09, a mortalidade
acumulava mais de 33% (90/267) e o lote apresentava-se desuniforme. No dia 10 foi
realizado o abate sanitario do restante das aves do lote (Grafico 2) através de
eletrocusséo individual (OIE, 2011).

30 77
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Gréfico 1. Evolugdo da mortalidade das aves.
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Gréfico 2. Mortalidade acumulada das aves. O dia 10 representa o dia do abate
sanitario do lote.

Achados de necropsia

As aves necropsiadas apresentavam uma condi¢do corporal inadequada para
idade e linhagem, além de fraqueza e anormalidade de empenamento.

No sistema respiratorio foi observada presenca de espuma nos sacos aéreos
abdominais em pequena quantidade e sem alteragdes macroscopicas aparentes na
traquéia e pulmdes. No sistema digestivo, foram detectados alguns grdos de arroz
inteiros localizados no papo. Foi encontrado esplenomegalia e hepatomegalia com areas
amareladas. Observa-se na Figura 01, a presenca do saco vitelino ndo absorvido, com
coloracdo esverdeada e presenca de vasos sanguineos.

Figura 01: Saco vitelino ndo absorvido e com

presenca de vasos sanguineos.
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RESULTADOS

A partir dos achados do histérico do lote e da necropsia, suspeitou-se de
salmonelose. Durante a realizacdo da necropsia foram coletadas amostras do figado,
baco, coracdo e saco vitelino para o processamento no laboratorio de bacteriologia do
Centro de Diagndstico e Pesquisa em Patologia Aviaria (CDPA) para a pesquisa de
Salmonella spp.

O isolamento de Salmonella spp. foi realizado de acordo com Brasil (1995).
Foram isoladas duas colbnias suspeitas de Salmonella spp. do pool de 6rgédos citados
anteriormente. A partir dos testes bioquimicos e sorologicos, as col6nias foram
compativeis com Salmonella Gallinarum. A confirmacdo do sorotipo foi realizada

através do Premi® Test Salmonella .

DISCUSSAO

O Tifo Aviério, doenga causada pela S. Gallinarum, quando presente em granjas
avicolas afetam diretamente o desenvolvimento e a producdo das aves, gerando altas
perdas econdmicas. No presente relato de caso, foi identificada a presenca de
Salmonella Gallinarum em um lote de aves jovens que apresentou alta mortalidade.
Aves positivas para esse agente, podem se infectar ao nascer, observando a presenca de
aves mortas ou moribundas, com quadro clinico de sonoléncia, debilidade, diminuicéo
do apetite e pobre crescimento.

A mortalidade ocasionada por S. Gallinarum pode apresentar-se rapidamente
depois da observacdo dos primeiros sinais. No presente relato o lote apresentou
mortalidade dos pintinhos logo apds o alojamento, com uma maior mortalidade diaria
no sexto dia. Tal quadro estd de acordo com as observacdes feitas por varios autores
para aves contaminadas atraves da transmissdo vertical por Salmonella Gallinarum
(SHIVAPRASAD et al.2008; BERCHIERI JUNIOR, 2006). Lotes positivos para este
mesmo agente, foi relatado por Pulido e Mantilla (2008) na Colémbia em lotes de aves
de postura comercial, apresentando uma diminui¢éo na producdo na ordem de 30 a 50%
e uma mortalidade que variou de 10 até 80% nos lotes afetados.

Gama et al (2003) relatam que aves positivas para Salmonella spp. no primeiro
dia de vida permanecem positivas até a fase adulta, contaminando a producdo de ovos

ou carne. Rocha et al. (2003) e Perdoncini et al. (2011), ao avaliarem pintinhos de um
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dia quanto a presenga ou auséncia de Salmonella sp. em aves destinadas para a
producéo de corte, descrevem o isolamento de 3% de positividade para S. Enteritidis e
2,33% para S. Typhimurium no isolamento a partir de Orgdos, respectivamente,
sugerindo a possibilidade de transmisséo vertical.

Ja Zancan et. al. (2000) ao pesquisarem Salmonella spp. em caixas de pintos de
um dia destinado a postura comercial, encontraram 50% de lotes positivos,
demonstrando a possibilidade de transmissdo de Salmonella Mbandaka, caracterizando
iSso como um fator importante de introdugéo de Salmonella spp. nas granjas. Da mesma
forma, Gama (2003) também ao avaliar caixas de transporte de aves de um dia
destinada a postura comercial, encontrou 33,3% das mesmas positivas para S.
Enteritidis.

Na legislacdo brasileira, através da Instru¢do Normativa 78 de 2003c, é
mandatéria a condicdo de avlés e matrizes livres S. Gallinarum e S. Pullorum, e
controlado ou livre de Salmonella Enteretidis e Salmonella Typhimurium, buscando
com isso, garantir que as exploracGes permanecam com a auséncia desses agentes, 0s
quais podem ser transmitidos para a progénie, e consequentemente, contaminando 0s
produtos avicolas (BERCHIERI JUNIOR, A. et al.,2000; BRASIL, 2003a).

Toda doenca causa de alguma forma prejuizo para o produtor e/ou para o
consumidor. Visto isto, programas de prevencdo devem ser baseados frente ao
comportamento das enfermidades, constituindo programas fundamentados em limpeza,
higiene e desinfeccdo, que devem ser avaliados e empregados no dia a dia das granjas.
No sistema organico de producdo, a reducdo da contaminacdo das granjas baseia-se
principalmente em medidas preventivas e utilizacdo de produtos biodegradaveis
(JAENISCH, 2008), diferentemente da produgéo industrial, que possui uma gama maior
de produtos que podem ser utilizados. O hipoclorito de sddio, peroxido de hidrogénio,
acidos organicos ou outras substancias previstas na legislacdo brasileira podem ser
utilizadas nas instalacdes e equipamentos relacionados a producdo em sistema organico
(BRASIL, 2011), auxiliando na prevencdo de enfermidades e disseminagdes de
doencas.

Do mesmo modo que o sistema de produgdo convencional é susceptivel a
injarias e prejuizos, a produgdo de aves em sistema organico, o qual foi relatado o caso
de tifo aviario, também é susceptivel. Ao avaliar o quadro clinico resultante da presenca
da Salmonella Gallinarum no lote, observa-se a importancia de manter sob controle este

patogeno, o qual implica negativamente na producéo de aves.



53

REFERENCIAS

BERCHIERI JUNIOR, A. et al. (2000). Experimental Salmonella Gallinarum infection
in light laying hen lines. Braz. J. Microbiol. 31 (1), 50-52.

BERCHIERI JUNIOR, A; OLIVEIRA, G. H. (2006). Tifo Aviério. In: Satide Aviaria e
Doencas. S&o Paulo:Roca, p. 90-96.

BERCHIERI, JUNIOR, A.; FREITAS NETO, O. C. 2009. Salmoneloses. In:
BERCHIERI JUNIOR, A, et al.(2009). Doenca das Aves. Campinas: Fundago
APINCO de Ciéncia e Tecnologia Avicolas.

BRASIL, Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (1994). Portaria N° 193,
DE 19 DE SETEMBRO DE 1994. Institui o Programa Nacional de Sanidade Avicola
no ambito da SDA e cria 0 Comité Consultivo do Programa de Sanidade Avicola..
Diario Oficial da Unido, Brasilia, DF, 22 set, Secdo 1, p. 14309.

BRASIL, Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (1995). Portaria N° 126,
DE 03 DE NOVEMBRO DE 1995. Aprovar as “Normas de Credenciamento e
Monitoramento de Laboratorios de Diagnostico das Salmoneloses Aviarias (S.
Enteritidis, S. Gallinarum, S. Pullorum e S. Typhimurium)”. Diario Oficial da Uni&o,
Brasilia, DF, 06 nov, Se¢éo 1, p. 17694.

BRASIL, Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (2003a). Instrucdo
Normativa n. 78, de 3 de novembro de 2003. Aprova as Normas Técnicas para Controle
e Certificacdo de Nucleos e Estabelecimentos Avicolas como livres de Salmonella
Gallinarum e de Salmonella Pullorum e Livres ou Controlados para Salmonella
Enteritidis e para Salmonella Typhimurium. Diario Oficial da Unido, Brasilia, DF, 05,

nov, Sec¢édo 1, p.3.

BRASIL. Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento. Instru¢cdo Normativa n.
78, de 3 de novembro de 2003c. Aprova as Normas Técnicas para Controle e

Certificacdo de Nucleos e Estabelecimentos Avicolas como livres de Salmonella



54

Gallinarum e de Salmonella Pullorum e Livres ou Controlados para Salmonella
Enteritidis e para Salmonella Typhimurium. Diario Oficial da Uni&o, Brasilia, DF, 05,
Nov. 2003, Secdo 1, Pagina 3.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Instrugdo Normativa N°
46, de 06 de Outubro de 2011. Aprova o Regulamento Técnico para os Sistemas
Organicos de Producdo Animal e Vegetal. Diario Oficial da Uni&o, Brasilia, DF, 07,
out. 2011.

CHRISTENSEN, J.P.; SKOV, M.N.; HINZ, K.H.; BISGAARD, M. (1994). Salmonella
enterica serovar Gallinarum biovar gallinarum in layers: epidemiological investigations

of a recent outbreak in Denmark. Avian Pathology, 23, 489-501.

GAMA, N. M. S. Q.; BERCHIERI, JR., A. FERNANDES, S.A.(2003). Occurrence of
Salmonella in Laying Hens. Braz. J.Poultry Sci.,5 (1), 15-21.

JAENISCH, F.R.F. (2008). Perfil higiénico sanitario do frango organico. Avicultura
Industrial, 99, 12-14.

LAMPKING, N. (1997). Organic Poultry Prodution. Welsh Institute of Rural Studies:
University of Wales, p.84.

OIE - Organizacion Mundial de Sanidad Animal. Matanza de animales con fines
profilacticos, In: Cédigo Sanitario para los Animales terrestres, 20 ed, cap. 7.6, 2011.
Disponivel em:
http://www.oie.int/index.php?id=169&L=2&htmfile=chapitre_1.7.6.htm Acessado em:
Outubro de 2011.

PERDONCINI, G.; DA ROCHA, D.T.; MORAES, C.R.; BORSOI, A. SCHMIDT, V.
(2011). Presenca de Salmonella spp. em pintos de um dia, comercializados para
producédo nédo industrial em Santa Catarina. Acta Sci. Vet. 39 (1), 1-3.

PULIDO, M.; MANTILLA, J. Tifoidea aviar en ponedoras comerciales:
diagndstico y propuesta de control de una enfermedad emergente. In: Memorias



55

57th Western Poultry Disease Conference, XXXIII. Convencion Anual ANECA.
Puerto Vallarta, Jalisco, Mexico. 2008.

PULIDO, M.; MANTILLA, J. .Valoracién de la situacion actual de explotaciones
de ponedoras comerciales con cuadros compatibles con Tifoidea Aviar en
Colombia.. In: 14™ International Symposium for the World Association of
Veterinary Laboratory Diagnosticians — WAVLD Madrid, Spain, 2009.

ROCHA, P. T.; MESQUITA, A.J.,, ANDRADE. M. A., LOULY, P.R,,
NASCIMENTO M. N. (2003). Salmonella em foros de caixas de transporte e 6rgdos em
pintos de um dia. Arg. Bras. Med. Vet. Zootec. 55 (6), 672 — 676.

SHIVAPRASAD, H.L.; BARROW, P.A. (2008). Pulorum Disease and Fowl Typhoid,
In: SAIF, Y.M. GLISSON, J.R.; McDOUGALD, M.R.; NOLAN, L.K.; SWAYNE,
D.E. Disease of Poultry, 12 ed..

ZANCAN, F. T.; BERCHIERI JUNIOR, A.; FERNANDES, S. A.; GAMA, N. M. S.
Q.(2000). Salmonella sp investigation in transport boxes of day-old birds. Braz. J.
Microbiol., 31 (3), 230-232.



56

11 CONCLUSOES FINAIS

e Os dados obtidos no acompanhamento de lotes de aves de postura que estdo em
processo de certificacdo para producdo em sistema organico, demonstraram que
a introducdo de Salmonella spp. através de pintos de um dia ocorreu e podera ser

responsavel pela contaminacao dos lotes.

e A transmissdo vertical continua sendo uma importante via de introdugdo de

Salmonella paratifica nas granjas de postura.

e O isolamento de Salmonella Agona ap6s o alojamento (semana 2, lote B1), ndo

foi isolado novamente no decorrer do ciclo de producéo.

e Apesar do isolamento e a quantificacdo de Salmonella Agona em pool de ninho
(lote A1), ndo foi possivel correlacionar com a presenca de Salmonella spp. em

ovos, devido o0 ndo isolamento nesta matriz.

e A macrorestricdo do DNA total permitiu verificar o perfil genético das amostras

de Salmonella Agona isoladas, detectando dois padrdes diferentes.

e A associagéo de tipificacdo e PFGE proporcionaram uma melhor discriminagéo

de isolados de S. Agona, sendo, portanto indicada.

e A presenca de S. Gallinarum em granjas avicolas € considerado um agravante

para a producdo e sanidade do lote, provocando notavel prejuizo econémico.
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ANEXO



Anexo 1: Frequéncia de coletas de cada lote
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Lote | Aloj. Sem. 2 Sem. Sem. Sem. Sem. Sem. Sem.
11 21 31 41 51 61
Al C:2 C:2 C:2
AE:1 |AE:1 |AE: 1
N: 3 N: 3 N: 3
0:2 0:2 0:2
A2 Necropsia
A3 C:2 C:2 C:2 C:2 C:2
AE:0 AE0 |AE1l |AE:1 |AE:1l
N: 3 N: 3
0:2 0:2
Bl SC: 66|C:2 C:2 C:2 C:2 C:2 C:2
pintos AE:0 AE:1 AE:0 AE:1 |AE:1 |AE: 1l
de um N: 3 N: 3 N: 3
dia 0:2 0:2 0:2
C1 C:2 C:2 C:2 C:2
AE:0 |AE:1 |AE:1 |AE:1l
N: 3 N: 3 N: 3 N: 3
0:2 0:2 0:2 0:2
D1 SC: 99| C:2 C:2 C:2 C:2
pintos AE:0 AE:1 AE:1 AE: 1
de um N:3
dia 0:2
El SC: 36| C:2 C:2 C:2 C:2 C:2
pintos AE:0 AE:1 AE:1 AE:1 | AE:1
de um N:3 N: 3
dia 0:2 0:2

SC: Swab de cloaca; C: Cama; AE: Area de Acesso Externo; N: Ninho; O: Casca e

Contetido Interno dos Ovos.




