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RESUMO

A ema (Rhea americana) ¢ uma ave silvestre que habita o sudeste da América
do Sul e tem sido criada em fazendas pela sua carne e penas. O comércio de carne de
emas sO é permitido de animais provenientes de criadouros comerciais regularizados
junto ao IBAMA e abatido em frigorificos legalizados. A presente tese teve como
objetivo a pesquisa de Salmonella sp. em materiais oriundos de emas abatidas no Rio
Grande do Sul. Coletaram-se um total de 70 aves aleatoriamente dentro de seis lotes
distintos respeitando um minimo de 10% do lote, no periodo de setembro a outubro de
2004. De todas as aves eram amostrados o contetido cecal e figado para a detecgédo de
Salmonella. De 26 aves, coletaram-se, ainda, suabe cloacal. Além disso, sangue de
todas as 70 aves para exames soroldgicos. Foram realizados para a pesquisa de
Salmonela sp. exames bacteriologicos, de reacdo em cadeia da polimerase e
soroldgicos. Os resultados foram apresentados em cinco trabalhos distintos. No
primeiro, se preconizou a padronizacdo da técnica de sorologia rapida em soro de suino
utilizando-se uma amostra de S. Typhimurium isolada de ema, para a posterior
utilizacdo desta técnica nos soros coletados neste experimento. Foram testadas 60
amostras de soro suino, sendo 30 sororreagentes e 30 nao-reagentes no teste padrao de
ELISA. Com o soro ndo diluido, determinou-se que a SAR exibiu sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo iguais a 96,7%,
demonstrando que a soroaglutinacdo rapida, usando como antigeno Salmonella
Typhimurium, é um teste de triagem eficaz para a deteccdo de anticorpos contra este
patdgeno em soro de suinos, apresentando alta sensibilidade, especificidade e valor
preditivo positivo. O segundo trabalho teve como objetivo identificar animais

portadores de Salmonella sp. a partir de amostras de figado, contetdo cecal e suabe



cloacal de emas (Rhea americana) ao abate e comparar 0 método bacterioldgico padréo
(MBP) com a soroaglutinacao rapida utilizando S. Typhimurium como antigeno.
Verificou-se isolamento de Salmonella sp. em 66 (94,2%) aves, sendo 60 (85,7%) em
amostras de figado, 42 (60%) em conteudo cecal e 11 (42,3%) em suabe cloacal. Das
114 linhagens de salmonelas isoladas, identificaram-se 19 (16,6%) como S. enterica
enterica rugosa, 41 (35,9%) como S. Typhimurium, 53 (46,5%) como S. Newport
e uma amostra (0,9%) como S. Anatum. O terceiro trabalho relatou a deteccdo de
Salmonella Anatum em uma amostra de figado de ema. O quarto comparou 0 método
bacteriol6gico para isolamento de Salmonella sp. e a reacdo em cadeia da polimerase.
Os resultados obtidos demonstraram que a PCR detectou Salmonella sp. em um maior
nimero de amostras provenientes de emas (Rhea americana) do que o MBP,
concordando com resultados encontrados em outras espécies. Finalmente, no quinto
estudo foi avaliada a resisténcia a antimicrobianos de 64 amostras de Salmonella
Typhimurium isoladas. Observou-se resisténcia contra sulfonamida (73,44%), &cido
nalidixico (1,56%) e cefaclor (1,56%). Salienta-se o ineditismo dos trabalhos

apresentados devido a pouca bibliografia na &rea de sanidade da produgédo de emas.



ABSTRACT

Greater Rhea (Rhea americana) is a southern South American native wild bird,
which is breed in captivity for its feathers and meat. Commercialization of the Greater
Rhea’s meat is only allowed of animals deriving from commercial breeders who are
regulated by IBAMA and slaughtered at legalized slaughterhouses. This thesis aims to
research the Salmonella sp. presence in greater rhea samples in the Rio Grande Do Sul.
We randomically collected 70 birds of 6 different flocks, respecting a minimum of 10%
of the flock, in the period from September to October of 2004. All birds had liver and
cecal material collected to Salmonella detection. Of 26 birds we collected cloacal swab.
Moreover, we collected blood samples of 70 birds to serological exams. Bacteriological,
serological and polymerase chain reaction (PCR) exams are made to research
Salmonela sp. the results are presented in five different papers. At first paper, we
standardize a RA test to detect anti-Salmonella antibodies from serum. We tested 60
samples of swine serum which were previously shown to be positive (30) and negative
(30) to S. Typhimurium when tested with ELISA. The results show that the RA had
sensitivity, specificity, predictive positive value and predictive negative value equal to
96.7% when used with non-diluted serum. Thus, this test can be applied to detect
antibodies against S. Typhimurium in serum. The 2" paper, aims to identify
Salmonella’s reservoirs animals, using Greater Rhea (Rhea americana) liver samples,
cecal material and cloacal swab, collected at slaughterhouse and to compare the rapid
serum-agluttination method using S. Typhimurium antigen and the microbiological
standard method (MSM). We detected Salmonella sp. at 66 (94.2%) birds, of this 60
(85.7%) in the liver, 42 (605) in the material cecal and 11 (42.3%) in the cloacal swab.



Of the 114 Salmonella strains, we identify 19 (16.6%) to S. enterica enterica rough, 41
(35.9%) to S. Typhimurium, 53 (46.5%) to S. Newport e one sample (0.9%)to S.
Anatum. All birds were serum non-reactives at RSA, but 37 were serum reactives at
RSA-ST. The 3" paper reported the Salmonella Anatum detection in the greater rhea
liver. The 4™ paper, aims to compare a polymerase chain reaction (PCR) protocol to a
standard microbiological technique (SMT) in the generic detection of Salmonella in
liver, cecal material and cloacal swab of Greater Rheas samples. The present report
demonstrates that the PCR technique can detect a higher number of Salmonella sp.
positive samples in Greater Rhea when compared to the SMT, which agrees with
previous results from other species. Finally, the 5™ paper shows the resistance pattern of
Salmonella sp. colonies. Salmonella-like colonies were serologically typed. We
observed resistance against sulfonamide (73.4%), nalidixic acid (1.56%) and cefacloer
(1.56%). As far we concerned there are no other thesis in the same subject.
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INTRODUCAO

No Brasil do século XXI, a producdo primaria vem sofrendo uma série de
problemas econdmicos o que tem levado o produtor a buscar, através da diversificacao,
sua sobrevivéncia. Entre as opgOes existentes, a criacdo de avestruzes, emus e emas
apresentam-se como uma realidade de resultados comprovados em diversos continentes
(SILVA, 2001).

A ema é uma ave silvestre brasileira, que produz carne e plumas de excelente
qualidade, capaz de contribuir para viabilizar economicamente muitas propriedades
rurais. Nosso pais detém a maior populacdo nativa dessa espécie, representando um
patrimdnio genético, um recurso faunistico a ser preservado e utilizado de forma
racional (HOSKEN e SILVEIRA, 2003).

A ema pode ser hoje encarada como uma forma de pecuaria eficiente,
ambientalmente correta e sustentavel. A partir do mesmo peso de reprodutores (uma
vaca pesa 0 mesmo que 12 emas) a ema é capaz de produzir mais de 10 vezes a
quantidade de carne vermelha que o rebanho tradicional de gado, apesar de consumir a
mesma quantidade de pasto e racdo (se compararmos uma vaca e 12 emas). Uma
producgdo de carne desta magnitude pode literalmente mudar a maneira como nds, seres
humanos, produzimos proteina animal no planeta (HOSKEN e SILVEIRA, 2003).

A criacdo de emas em cativeiro ja é uma realidade para pequenos, médios e
grandes proprietarios rurais nos Estados Unidos, Canada, Uruguai, Argentina e, agora
também, no Brasil. No nosso pais tomou impulso nos ultimos cinco anos,
principalmente nos estados de Sdo Paulo e Rio Grande do Sul. Também ha grandes
criacdes na Paraiba, Bahia e Goias entre outros estados.

A ema ¢é identificada como uma ave silvestre, sendo assim, sua criagcdo €
controlada pelo IBAMA. Sua caca é proibida e a espécie esta classificada como animal
de baixo risco de extincdo na lista vermelha do Comité Internacional de Trafico de
Espécies Ameacas de Extincdo (CITES, 2006). O comércio de carne de emas sO €
permitido de animais oriundos de criadouros comerciais regularizados junto ao IBAMA
e abatido em frigorificos legalizados com servigo de inspecéo.

Em 1994 o Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA) foi elaborado por
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um conselho técnico do Ministério da Agricultura, Abastecimento e Reforma Agraria.
As acOes prioritarias estdo centradas em atingir os principais estados produtores e as
regibes de maiores concentraces avicolas (principalmente estados da Regido Sul do
Brasil). O PNSA (1994) visa controlar e/ou erradicar as principais doencas aviarias de
transmissdao vertical como, por exemplo, as salmoneloses. Além disso, tem como
objetivo prevenir a introducdo de doencas exoticas nos plantéis avicolas, como a
influenza aviaria. Toda a criacdo de ave silvestre ou doméstica deve ser regulamentada e
monitora seguindo as diretrizes do PNSA. Assim, esta tese teve por objetivo pesquisar a
presenca de Salmonella sp. em lotes de emas abatidos no Rio Grande do Sul, através de

exames sorologicos, bacteriologicos e de reacdo em cadeia pela polimerase (PCR).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Rheacultura

A ema (Rhea americana) é uma ave corredora, pertencente ao grupo das ratitas
ao qual fazem parte o avestruz (Struthio camelus) e o emu (Dromaius
novaehollandiae). Estas aves sdo incapazes de voar uma vez que nao possuem quilha
sobre o esterno e musculatura peitoral necessaria para 0 vbo (HUCHZERMEYER,
2000).

Segundo Silva (2001), embora denominada de avestruz sul-americano, o
avestruz é da ordem Struthioniformes e a ema, Rheiformes. Embora possam ser
encontradas cativas em varios zooldgicos e criadouros do mundo, a ema é nativa das
Américas, sendo considerada a maior ave deste continente. Além disso, chega a medir
1,80 m e pesar cerca de 60 kG quando adulto. Sua plumagem é predominante cinza e
ndo h& dimorfismo sexual (HOSKEN e SILVEIRA, 2003).

A criacdo comercial de ema é uma alternativa de diversificacdo e integracdo de
sistemas produtivos dentro da propriedade, respeitando-se os conceitos de producédo
economicamente viavel, ecologicamente sustentavel e socialmente justa (geracdo de
empregos) (MORATA et al., 2006). Além disso, oferece retorno do investimento,
geralmente, do segundo ao quarto ano.

A exploracdo comercial desta espécie de ratita constitui uma atividade viavel,
devido a grande variedade de subprodutos gerados: carne, 6leo, couro, ovos, penas,
figado, extrato de proteinas, dentre outros (MELLO, 1987; GIANNONI, 1996).

Os criadouros legalizados de ema se encontram em todas as regifes do pais.
Observa-se significativo aumento no nimero de registros de atividades relacionadas a
ema junto ao IBAMA, ano apds ano, desde a promulgacéo das Portarias n.°s 117 e 118,
de 1997. No ano de 1981 ndo existia registro, entretanto, em 2001 ja computavam-se
200 registros, entre criadouros, inddstrias, comerciantes, importadores e exportadores
(MORATA et al., 2006).

O maior numero de criac@es encontra-se na regido sul. A Associacdo Brasileira
de Criadores de Ema (ABRACE) pretende ampliar o nimero de criadores, para atingir o
abate de 1000 emas/més. Atualmente, aproximadamente 300 aves sdo abatidas quatro

VEZES ao ano.
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Para obter sucesso na criacdo de emas € importante que o criador conte com
respaldo tecnico-cientifico nas areas de nutricdo, reproducdo, genética, sanidade,
ambiéncia, etologia e manejo, denominados fatores produtivos, os quais fornecem
subsidios para melhorar os desempenhos reprodutivos e produtivos dos sistemas de
criacdo (MORATA et al., 2006).

2.2 Programa Nacional de Sanidade Avicola

O PROGRAMA NACIONAL DE SANIDADE AVICOLA (PNSA), da Portaria
Ministerial n°. 193 de 19 de setembro de 1994, do MINISTERIO DA AGRICULTURA
PECUARIA E DO ABASTECIMENTO normatiza as acbes de acompanhamento
sanitario, relacionadas ao setor avicola e a necessidade de estabelecimento de programas
de cooperacdo entre as instituicbes publicas e privadas.

Em relacdo a ocorréncia das principais doencas de notificacdo a Organizacéo
Mundial de Saude Animal (OIE), o PNSA desenvolveu programas sanitarios para
controle da salmonelose, dentre outras (BRASIL, 1994).

Especificamente em relacéo as ratitas 0 PNSA preconiza o monitoramento de
aves para as salmoneloses (Salmonella Gallinarum, S. Pullorum, S. Enteritidis e S.
Typhimurium) através de coleta de fezes ou suabes cloacais para isolamento bacteriano
ou reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Para isso, 10% do efetivo por categoria de
idade no lote devem ser controladas.

2.3 Salmoneloses

As bactérias do género Salmonella pertencem a familia Enterobacteriaceae,
abrangendo aproximadamente 3000 sorovares, caracterizados por reagdes bioguimicas e
soroldgicas. Taxonomicamente, a classificagdo mais recentemente proposta é a
seguinte: género, espécie, subespécie e sorovar segundo o esquema de Kaufmann-White
(POPOFF & LE MINOR, 1997). Seu emprego possibilita a diferenciacdo dos sorotipos
predominantes em humanos, animais e ambiente, facilitando a identificacdo do modo de
transmissdo das salmonelas, permitindo a adocdo de medidas especificas para sua
prevencdo e controle. Um exemplo de denominagdo seria Salmonella enterica
subespécie enterica sorovar Enteritidis (GAST, 2003).

O género Salmonella contém duas especies, S. enterica (subespécies: enterica,



20

salamae, arizonae, houtenae e indica) e S. borgoni (POPOFF & LE MINOR, 1997).
Apresentam-se sob a forma de bastonetes Gram-negativos, ndo esporogénicos,
usualmente ndo-encapsulados, aerdbios ou anaerdbios facultativos, normalmente
moveis, exceto S. Pullorum e S. Gallinarum (DOYLE & CLIVER, 1990). Estudos
posteriores feitos por Kauffmann dividiram-nas em subgéneros (I, I, 11l e IV) e
Edwards & Ewing dividiram-nas em trés espécies: S. Choleraesuis, S. Typhi e S.
Enteritidis.

As salmonelas possuem, como principais caracteristicas bioguimicas, a
capacidade de reducdo de nitratos a nitritos, producdo de gas a partir da glicose,
utilizacdo de citrato como Unica fonte de carbono, fermentacdo de dulcitol e inositol,
producdo de sulfeto de hidrogénio em agar TSI, LIA e SIM e reacbes de
descarboxilacéo de lisina, ornitina e arginina, usualmente positivas. As salmonelas néo
apresentam atividade ureésica e ndo fermentam lactose, sacarose, salicina, rafinose e
inositol. Apresentam reacéo de indol e fenilalanina negativas (LE MINOR, 1994),

De acordo com Galan et al. (1992), as salmonelas sdo parasitas intracelulares
facultativos, podendo ser fagocitadas por macrofagos, ndo serem destruidas e ainda
multiplicarem-se, o que de certa forma explicaria a resisténcia do microrganismo,
refletindo uma tendéncia de cronificacdo das doencas provocadas por estas bactérias por
meses ou até anos.

As salmonelas causadoras de diarréia invadem os tecidos epiteliais e sub-
epiteliais do intestino delgado e grosso, se multiplicam na lamina propria destes e
induzem a secrecdo de fluidos (GAST, 2003). Estas bactérias produzem uma
endotoxina, que induz a sintese de AMPc, prostaglandina e outros mediadores, afetando
o transporte de fluidos eletrolitos através da mucosa. Os sintomas de infeccdo em
humanos, causados pela ingestdo de alimento contaminado por estes organismos,
aparecem entre 12 e 48 horas, incluindo nauseas, vomitos e diarréias, sendo que 50%
dos individuos afetados apresentam febre.

Doyle & Cliver (1990) citam o trato intestinal de humanos e outros animais
como ambiente natural para salmonelas, sendo que alimentos de origem animal e agua
tém sido associados a transmiss@o do organismo. Conforme Varnan & Evans (1991), o
grau de adaptabilidade ao hospedeiro pode afetar a patogenicidade, sendo que menos de
1% das salmonelas é especifica para uma determinada espécie animal.

Muitos vertebrados podem ser infectados com Salmonella sp. Entretanto, a

suscetibilidade do hospedeiro e o desenvolvimento do estado de portador variam
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amplamente entre as espécies. Aves de vida livre podem ser portadoras subclinicas e
servirem de reservatério para aviarios. Além das aves, ratos e moscas também podem
atuar na disseminacdo de Salmonella sp. Espécies de aves desprovidas de ceco ou que
apresentam involugdo cecal, parecem ser mais suscetiveis a infeccdo por salmonelas do
que aves com funcionamento completo do ceco, ja que 0s microrganismos anaerobios
Gram-negativos presentes na flora cecal, podem funcionar como antagonistas naturais
para Salmonella sp. A incidéncia de varias espécies de salmonela parece variar de
acordo com a localizacdo geogréafica e do tipo de alimento consumido, particularmente
com relacdo ao componente protéico da dieta. Aves e outros animais importados podem
servir de reservatorios para espécies de salmonelas exdticas podendo causar surtos
devastadores de salmoneloses (GERLACH, 1994).

Conforme Dorrestein (1997), uma ave ou um lote de aves podem infectar-se
com Salmonella sp. através da ingestdo de alimentos ou dgua contaminados, contato
com portadores (ndo necessariamente da mesma espécie), ou por transmisséo vertical. A
ingestdo oral constitui a via de infec¢cdo mais comum da salmonela, mas também ocorre
transmissdo aerdgena a partir da poeira contaminada originaria da excreta e das penas
(RUPLEY, 1997). O curso da doenca nas aves depende do nimero de microrganismos
presentes, sorotipo, idade, espécie e condi¢des do hospedeiro (MOHAN, 1983).

Sorovares adaptados ao homem, como S. Sendai, S. Typhi e S. Paratyphi (A e
C), usualmente causam distirbios no mesmo sem, no entanto, apresentar patogenicidade
para 0s animais, enquanto sorovares como S. Typhimurium e S. Enteritidis afetam tanto
animais quanto humanos, com graus variados de infeccdo gastrintestinal. Existem ainda
sorovares altamente adaptados aos animais, como S. Abortovis (ovinos), S.
Choleraesuis (suinos) e S. Gallinarum e S. Pullorum (galinhas), que ndo produzem
sintomatologia grave em humanos (GAST, 2003).

2.3.1 Salmoneloses Aviarias

As salmonelas contempladas no Programa Nacional de Sanidade Avicola
(BRASIL, 1994) sédo as seguintes: S. Gallinarum, S. Pullorum, S. Thyphimurium e S.
Enteritidis. Estas fazem parte do grupo de doencas de carater agudo ou cronico,
produzida por uma ou mais bactérias do género Salmonella, chamadas de salmoneloses
aviarias. Sob aspecto clinico, as salmoneloses podem ser divididas em trés formas de

apresentacdo: pulorose, causada pela S. Pullorum; o tifo aviario, causado pela S.
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Gallinarum; e as infecg¢des paratifoides provocadas por um grupo de diversos sorovares
de Salmonella (espécies moveis ndo adaptadas as aves), sendo estas também
relacionadas com infeccBes de origem alimentar em humanos (SNOEYNBOS &
WILLIAMS, 1991).

Gast (2003) define a Pulorose e o Tifo Aviario como doengas capazes de afetar
as galinhas em qualquer idade. Dependendo da viruléncia da cepa e das condicdes e
susceptibilidade do lote, os coeficientes de morbidade e mortalidade podem variar entre
zero e 100%. A Pulorose ocorre predominantemente em aves jovens, de forma
septicémica aguda, podendo aparecer de modo crénico em aves adultas, enquanto o Tifo
Aviario geralmente acomete aves adultas, com curso agudo ou cronico.

A disseminacdo da Pulorose ocorre principalmente por transmissdo via
transovariana, dita vertical, admitindo-se também penetracdo extragenital, via casca do
ovo. No Tifo Aviario, a condi¢do de transmissdo mais freqliente é a horizontal e,
embora a transmissdo via ovo seja possivel, ndo € undnime na literatura
(NASCIMENTO et al., 1995; BERCHIERI JR., 2000)

O controle dos principais patdgenos aviarios de interesse da industria, como S.
Pullorum e S. Gallinarum foi conseguido em muitos paises através de medidas
coordenadas de vigilancia sanitaria associadas a exames soroldgicos e sacrificio
compulsorio das aves reagentes. No entanto, o Tifo Aviario e a Pulorose continuam
entre os principais problemas da industria avicola. Hofer et al. (1997), demonstraram
que os sorovares Gallinarum e Pullorum ainda possuem grande importancia na
avicultura brasileira, e que, a circulagdo dos dois sorovares nunca deixou de existir nos
trinta anos de observacdo (1962 a 1991) mostrando, com isso, uma situacdo enzodtica,
tendo surtos epizooticos freglientes. Gast (2003) aponta a América Latina, como uma
das areas no mundo em que os surtos de pulorose e tifo aviario aumentaram,
drasticamente.

Segundo Mores e Zanella (2006), a salmonelose é a segunda etiologia mais
importante nas infec¢bes alimentares em humanos e a Salmonella Typhimurium tem
sido um dos principais sorotipo isolado (HOFER & REIS, 1994; WALL et al., 1994;
DAVIES, et al., 1996; SAO PAULO, 2005). Além disso, sorovares de Salmonella com
importancia em salde publica, que ameacam a aceitacdo de produtos de origem avicola
por estarem relacionados a infecgOes alimentares em humanos, tais como S.
Typhimurium e S. Enteritidis sdo de controle mais dificil, em fungdo de sua

epidemiologia complexa, que envolve excrecdo fecal intermitente, contaminacéo
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ambiental e existéncia de muitos reservatorios da bactéria (NASCIMENTO et al., 1997;
BERCHIERI JR., 2000).

Segundo Barrow & Duchet-Suchaux (1997), as salmonelas paratificas estdo
distribuidas mundialmente, infectando principalmente aves com até duas semanas de
idade e originando portadores assintomaticos quando acometem aves mais velhas. As
aves adultas parecem ser mais resistentes devido a uma microbiota intestinal inibitoria
complexa e um sistema imune maduro, diferentemente das aves jovens, cujo intestino
possui microbiota geralmente pouco diversificada. De acordo com 0s autores, as aves
adultas tém o inglavio colonizado por Lactobacillus, mantendo um pH em torno de 4,0
a 5,0 o0 que previne o crescimento de Salmonella e E. coli, mas também pode provocar
um aumento da resisténcia bacteriana a acidez. E possivel que uma passagem pelo
proventriculo selecione agentes com maior resisténcia ao pH. J& no ileo e intestino
grosso, a tensdo de oxigénio deve cair rapidamente para que a bactéria desenvolva-se
anaerobicamente, uma vez que esta parte do intestino é povoada por um grande nimero
de bactérias anaerobicas, cuja presenca inibe a multiplicacdo massiva de Salmonella.

Conforme Blaser & Newman (1982), a infec¢do provocada por exposicdo a
microorganismos depende do nimero e da espécie de patogenos, do tipo de alimento
envolvido e de fatores individuais, como a idade e o estado imunoldgico do hospedeiro.
Quanto a dose infectante, os autores afirmam que muitas bactérias, mesmo que
extremamente virulentas, sdo facilmente destruidas pelas defesas do hospedeiro. Com
iss0, 0 agente deve estar em nimero suficiente para ultrapassar as defesas locais, aderir
as superficies e multiplicar-se antes de causar doenca.

Segundo Varnan & Evans (1991), infeccdes por Salmonella podem ser graves,
principalmente em pessoas muito jovens, idosas ou imunodeprimidas, sendo
consideradas como dose infectante para sadios, contagens bacterianas entre 10° e 10’
unidades formadoras de colonia (UFC).

Nascimento & Silva (1994) consideram que um numero pequeno de salmonelas
ja é suficiente como dose infectante para os humanos. Experimentalmente, constataram
que apenas 17 organismos ou, dependendo das condicdes de infeccdo, apenas um
organismo é suficiente para iniciar um processo de toxinfeccao alimentar.

Segundo a Portaria n° 126 de 03/11/1995 da Secretaria de Defesa Agropecuaria
do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) que aprova as normas
de Credenciamento e Monitoramento de Laboratérios para Diagnostico da Pulorose e do

Tifo Aviario, e a Portaria n° 08 de 23/01/1995 da Secretaria de Defesa Agropecuaria do
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Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), que estabelece os
Métodos Analiticos de Carcacgas de Aves e Pesquisa de Salmonella, o diagndstico de
Salmonella sp. deve ser realizado através do método bacterioldgico tradicional, com
isolamento e identificacdo do agente (UBA, 2006).

Segundo Blackburn (1993), a metodologia convencional segue passos basicos de
pré-enriqguecimento em caldo ndo-seletivo, enriquecimento seletivo, isolamento em
meios solidos seletivos e caracterizacdo bioguimica e antigénica, possibilitando a
identificacdo final da bactéria.

Os produtos destinados ao consumo humano devem estar livres de salmonelas, e
para isto a portaria do MAPA recomenda a andlise de 25g de amostra, na qual a
aceitabilidade de presenca de Salmonella é zero (UBA, 2006).

O enriquecimento ndo seletivo ou etapa de pré-enriquecimento tem por objetivo
recuperar bactérias lesionadas para uma condicédo fisioldgica estavel (BAILEY et al.,
1991), pois esta lesdo pode comprometer a viabilidade do agente no cultivo. O MAPA
recomenda este enriquecimento em agua peptonada para analise de carcacas de aves
(UBA, 2006), uma vez que a presenca do agente nestes alimentos é considerada de risco
potencial e, conseqiientemente, o alimento que o contém é improprio para o consumo. O
uso do enriquecimento nao seletivo, em carater opcional, em caldo cérebro coracéo
também é recomendado (BHI).

Conforme Le Minor (1994), o enriquecimento seletivo é necessério para o
isolamento a partir de amostras com flora bacteriana mista, como alimentos, dérgéos,
amostras ambientais e de matérias contendo fezes, tendo como funcdo suprimir a

multiplicacdo de outros microrganismos, facilitando a multiplicacdo da Salmonella.

2.3.2 Deteccdo de Salmonella sp. em aves silvestres

Informacdes sobre a incidéncia e distribui¢cdo dos sorovares de salmonelas na
populacdo de animais silvestres e domésticos sdo essenciais para relacionar os possiveis
reservatorios que possam ser responsaveis pela transmissdo dessas zoonoses (GAST,
2003). Varios sorovares de salmonelas paratificas sdo responsaveis por infecgdes em
aves silvestres. Aves jovens sdo usualmente os membros mais afetados, ocorrendo alta
taxa de mortalidade. Aves sadias clinicamente podem ser portadoras, bem como aves
infectadas que sobreviveram a um surto. Por isso aves destinadas para programas de

soltura ou reintroducdo devem ser testadas para a presenca de salmonelas. Fontes
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potenciais de infeccdo incluem depositos de lixo, residuos provenientes da avicultura e
efluentes de esgotos ndo tratados (CUBAS, 1993). Além das aves, ratos e moscas
também podem ser importantes na disseminacao de Salmonella sp.

A incidéncia das varias espécies de salmonela parece variar de acordo com
localizac@o geografica e o tipo de alimento consumido, particularmente com relacdo ao
componente protéico da dieta. Aves e outros animais importados podem servir de
reservatorios para espécies de salmonelas exoéticas, podendo causar surtos devastadores
de salmoneloses (GERLACH, 1994).

Dentre os sorovares isolados de aves silvestres, no Jardim Zooldgico de Kano na
Nigeéria, foram encontrados S. Gallinarum no figado de pavao e abutre, S. Give no
intestino delgado de um papagaio cinza, S. Apeyeme no conteddo intestinal de um
flamingo e S. Tilene no intestino delgado de um pelicano (OKOH E ONAZI, 1980).

Segundo Wilson & Macdonald (1967), foram isoladas S. Gallinarum de vérias
especies de aves silvestres na Inglaterra, em areas onde ocorreram surtos de tifo aviario
em galinhas. Estes autores também relatam o isolamento de S. Pullorum em aves que
estavam em contato com criagOes de frango que apresentavam pulorose. Okoh & Onazi
(1980) relatam que embora S. Gallinarum e S. Pullorum sejam reconhecidamente
importantes na determinacdo de doencgas em aves domesticas, os indices de isolamento
em aves silvestres sdo baixos. Sendo que, quando ocorre isolamento destes sorovares, 0s
mesmos estdo associados a surtos em criacdes de aves domésticas.

No Brasil, foram isolados de aves silvestres os sorovares S. Enteritidis
(GARCIA & SCHONHOFEN, 1982) e S. Bredeney (VILELA et al, 2001). Um surto de
salmonelose em aves marinhas, na Baia do Paranagud, no Parana, causou a morte de
aproximadamente 500 aves de diferentes espécies. O sorovar predominantemente
isolado foi S. Enteritidis e a provavel causa da contaminagdo foram efluentes de esgoto.
Os sinais clinicos observados nas aves foi desidratacdo, apatia, sonoléncia, inapeténcia,
fraqueza, penas arrepiadas, tremores, hipertermia e diarréia aquosa negra. Os achados
de necropsia incluiam opacidade conjuntival, baco congesto e fridvel, figado congesto e
aumentado de volume, ndédulos necrdticos aderidos ao pericardio, pericardite, enterite
hemorragica com ulceracfes e necrose nas camadas mucosa e submucosa (GARCIA E
SCHONHOFEN, 1982).

Vilela et. al. (2001) relataram a presenca do sorovar S. Bredney em filhote de
arara-azul (Anodorhynchus hyacinthinus) de vida livre, provenientes do pantanal do

Mato Grosso do Sul.
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Allgayer et. al. (2002a), através de um levantamento soroldgico para a presenca
de anticorpos para S. Pullorum em 52 araras canindé (Ara ararauna) e 8 papagaios
(Amazona aestiva) saudaveis provenientes de um Criadouro Comercial de Psitacideos
no Rio Grande do Sul, verificaram auséncia de resposta imune. Estes mesmos autores
compararam a Técnica Microbioldgica Convencional (TMC) e a Reacdo em Cadeia
Pela Polimerase (PCR) em conteudo cloacal coletado por meio de suabe de 47 araras
clinicamente sadias (Ara ararauna, Ara chloroptera e Ara macao), pertencentes ao
plantel de um criadouro comercial, sendo que trés aves foram positivas para Salmonella
sp. (duas Ara ararauna e uma Ara chloroptera) pela PCR genérica e negativas na
deteccdo especifica de S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Pullorum e S. Gallinarum. As
amostras positivas na PCR foram submetidas a técnica microbioldgica padrdo, onde
apresentaram resultado negativo. Estes autores demonstraram que a PCR foi mais
sensivel que a técnica microbioldgica padrdo na deteccdo de Salmonella sp. e que aves
clinicamente sadias do género Ara podem estar infectadas por esta bactéria
(ALLGAYER, et. al., 2002b).

As enterites bacterianas causadas por Salmonella em ratitas sdo comuns.
(BRUNING & DOLENSK, 1986). Salmonella sp., E. coli e Pseudomonas aeruginosa
sdo o0s principais agentes infecciosos que ocasionam morte de filhotes de avestruzes
com sinais de diarréia. More (1996) encontrou 11% de mortalidade de avestruzes jovens
na Australia devido a salmonelose. Nessas infec¢Bes, o figado pode estar aumentado e
mostrar multiplos pontos de necrose.

S. Tilem e S. Weltevreden foram descritas como patdégenos em avestruzes e
emus (GYLSTORFF & GRIMM, 1987; SHAH & DHOLAKIA, 1987). Em filhote de
avestruz ja foi descrito isolamentos de S. Azteca (SHIVAPRASAD, 1993). Segundo
Huchezermeyer (2000), na Africa do Sul, foram isoladas as seguintes espécies de
Salmonella em amostras provenientes de avestruzes no ano de 1992: S. Anatum, S.
Brancaster, S. Escanaba, S. Tinda, S. Aarhus, S. Tallahasse e S. Reading.

Casos naturais de infecgdo por Salmonella Pullorum nunca foram descritos em
ratitas, porém a infeccdo experimental de emus de 3 a 6 meses de idade levou a
soroconversao (TULLY & SHANE, 1993).

Hoszowsky & Wasyl (2002), isolaram na Bulgaria de uma amostra proveniente
de avestruz Salmonella Enteritidis. Ley et al. (2001) encontraram a presenca de
Salmonella sp. em uma carcaca de avestruz abatido em um frigorifico nos Estados

Unidos, ndo foi possivel identificar a cepa. Ley et al. (2000), examinando soros de
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avestruzes abatidos nos Estados Unidos, ndo encontraram positividade para S.
Pullorum, S. Enteritidis e S. Typhimurium. Flores et al. (2003), ndo encontraram
soropositividade para S. Pullorum em amostras de emas no Rio Grande do Sul.
Verwoerd (2000) cita que S. Pullorum e S. Gallinarum nunca foram isoladas em
avestruzes. Higgins (1981) isolou no Canada a Salmonella Give de casos de
mortalidade envolvendo um avestruz e outros animais.
Considerando a importancia das salmonelas isoladas em emas no Rio Grande do

Sul descreveremos a seguir os sorovares Newport, Typhimurium e Anatum.

2.3.2.1 S. Newport

A Salmonella Newport faz parte do grupo “C 11” das salmonelas e € comumente
isolada em surtos de humanos e animais (RANKIN et al., 2002).

Na Australia esse sorovar foi isolado de um surto de infeccdo em humanos
causado por ingestdo de amendoim contaminado importado do Canadd e do Reino
Unido (KIRK, et al., 2004).

Um surto de toxinfeccdo alimentar na Franca devido a ingestdo de carne de
equinos contaminadas foi descrito por Espié et al. (2005).

Ward et al. (2002) relataram um surto devido o consumo de salada verde,
Gillespie (2004) de alface e Wegener et al. (1997) e Van Beneden et al. (1999) de broto
de alfafa.

Nos Estados Unidos da América, a S. Newport foi referida como agente
etioldgico de varios casos de infeccdo. Horwitz et al. (1977) identificou esse sorovar em
salada de batata. Sivapalasingam et al. (2003) relatou infeccdo através de mangas
importadas do Brasil. Fontaine et al. (1978) e Spika et al (1987) a isolaram em
hamburgers, Lyytikainen et al (2000) em presunto, Narain & Lofgren (1989) em carne
suina, Heinitz et al. (2000) em peixes e frutos do mar e Anand et al. (1980) em carne de
frango.

A S. Newport é frequentemente isolada em animais domésticos (MORSE et al.,
1976; PRITCHARD & KRUSE, 1982; CLEGG et al., 1983; PACER et al., 1989;
TRAUB-DARGATZ et al., 2000; RANKIN et al., 2002; D'ALTERIO et al, 2003;
GUPTA et al., 2003) e silvestres (RECHE et al., 2003; ADESIYUN et al., 1998).

Em emas Giossa et al. (2004) isolaram S. Newport de raspados intestinas no

Uruguai.
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2.3.2.2 S. Typhimurium

Nas Gltimas décadas, a Salmonella sp. tem sido um dos principais agentes
relacionados a surtos de toxinfeccdo alimentar em humanos (NADVORNY et. al.,
2000). Os alimentos de origem animal tém sido apontados como os veiculos mais
importantes para a salmonelose humana de origem alimentar (JACKSON et al., 1991).
Segundo Mores e Zanella (2006), a salmonelose é a segunda etiologia mais importante
nas infec¢des alimentares em humanos e a Salmonella Typhimurium tem sido um dos
principais sorotipos isolado (HOFER & REIS, 1994; WALL et al., 1994; DAVIES, et
al., 1996; SAO PAULO, 2005; TAGUCHI et al., 2005; KIVI et al., 2005;
ISAKBAEVA et al.,, 2005; TAKKINEN et al., 2005; DECHET et al., 2006). Este
sorovar pertence ao sorogrupo B segundo o esquema de Kaufmann-White (POPOFF &
LE MINOR, 1997).

Salmonella Typhimurium € a o sorovar mais isolado em passaros selvagens e
silvestres (CUBAS, 1993; CARPENTER & GENTZ, 1997). Todas as aves podem ser
reservatdrios de S. Typhimurium e as espécies mais comuns sdo galiformes e aquaticas
(FLAMER, 1999).

Em um estudo realizado nos Estados Unidos, com cerca de 300 aves de
estimacdo, foram isoladas Salmonella Typhimurium de 18 psitacideos de diferentes
espécies e Salmonella Stanleyville em uma ave (MOHAN, 1983).

No sudeste dos Estados Unidos, Howerth (1985) e Davidson et al. (1985)
relataram o isolamento de S. Typhimurium em perus selvagens (Meleagris gallopavo).
Selbitz (1989) relatou o isolamento de S. Typhimurium em 92 aves de espécies
diferentes provenientes de diversos zooldgicos da Alemanha.

Pennycott et al. (2002) relataram a deteccdo de S. Typhimurium de um pool de
fezes de aves silvestres coletadas em uma floresta na Escocia. Estes mesmos autores
identificaram a S. Typhimuirium como causa de morte em passeriformes no Reino
Unido (Pennycott et al., 1998). Em um estudo retrospectivo de 1995 a 2003 Pennycott
et al. (2006) detectaram essa mesma bactéria em um total de 211 aves silvestres de
diversas espécies.

Dentre os sorovares isolados de aves silvestres, no Jardim Zooldgico de Kano na
Nigéria, foram encontrados S. Typhimurium no figado de trés pombos (OKOH E
ONAZI, 1980).
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Segundo Cubas (1993), S. Typhimurium tem sido isolada de pinglins da
Antartica e da Patagbnia e de psitacideos originarios da América do Sul.

Salmonella Typhimurium tem sido recuperada de pardais mortos em varias
ocasides. Pode ser que os pardais estejam envolvidos em surtos de salmonelose em
grandes criagOes de mandarins e loris, pois nenhuma outra possibilidade de infecgéo foi
encontrada (ABREY, 1993).

S. Typhimurium é comum em varias espécies de aves e causa mortalidade em
avestruzes de até trés meses de idade (MORE, 1996), mas raramente afeta aves de mais
de seis meses ou aves no abatedouro (VERWOERD, 2000). No entanto Phalen (1995)

detectou essa bactéria em um avestruz adulto com enterite.

2.3.2.3 S. Anatum

Salmonella Anatum tem aumentado a sua importancia significativamente nos
ultimos anos devido a surtos ocorridos em lactentes na Europa (WEGENER et al., 1997;
THRELFALL et al., 1998). Este sorovar pertence ao subgrupo E segundo o esquema de
Kaufmann-White (POPOFF & LE MINOR, 1997).

Este sorovar ja foi isolado de varios casos de salmonelose em humanos (CHIEH
SUNG et al., 1949; BUTLER et al., 1968; ARGRAWAL, et al., 1970; PANHOTRA et
al., 1979; WEGENER et al., 1997; THRELFALL et al., 1998; PEZZINO et al., 1998;
GUITIERREZ-COGNO et al., 2000; KRAUSE et al., 2001).

S. Anatum é comumente isolada em equinos, bovinos, cdes, gatos e aves
domésticas (JONES, 2000). No Brasil, este microrganismo ja foi isolado em carcacas de
eqliideos (HOFFER et al., 2000), carcagas e agua em abatedouros de frangos (CORTEZ
et al., 2006), em matéria-prima para racdes para animais (HOFER & SILVA, 1998;
SAENZ et al., 2001) e em ovos (BAU et al., 2001). Esta espécie foi isolada, ainda, em
carcacas de suinos, em Portugal (VIEIRA-PINTO, 2006), equinos (HARTMAN et al.,
1996) e suinos e ovinos, na Nova Zeléndia (DAVIS & RUSSEL, 1960).

Segundo Huchezermeyer (2000), na Africa do Sul, foram isoladas varias
especies de Salmonella de amostras provenientes de avestruzes, estando entre elas a S.
Anatum. Na Patagbnia, S. Anatum foi isolada de ovos de ema (REISSIG et al., 2001).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostras

Nos meses de setembro e outubro de 2004 foram abatidas, em dois momentos
distintos, 270 emas pertencentes a seis lotes (Tabela 1). O primeiro abate teve um total
de 147 emas, distribuidas em dois lotes (115 e 28 aves). No segundo, foram sacrificadas

127 aves, distribuidas em quatro lotes distintos (22, 45, 7, 25 aves).

Tabela 1 — Distribuicdo em lotes das aves coletadas, nos dois abates, em setembro e
outubro de 2004.

Lote NUmero de aves abatidas  NUmero de aves coletadas Més/Ano
1 115 19 setembro/2004
2 28 7 setembro/2004
3 25 10 outubro/2004
4 73 20 outubro/2004
5 22 7 outubro/2004
6 7 7 outubro/2004

Total 270 70 outubro/2004

As aves eram provenientes de uma cooperativa do sul do pais. Para
determinacdo do tamanho da amostra, estimou-se a populacdo em 500 a 3.000 aves,
freqiiéncia esperada de 50%, erro aceitdvel de 40% e nivel de confianca de 95%,
utilizando o programa WinEpi 4.0. O tamanho de amostra calculado variou de 60 a 66
individuos, de acordo com o tamanho da populacdo. Além disso, segundo normativa do
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2003) para pesquisa de
Salmonella sp. devera ser amostrado pelo menos 10% dos animais de cada lote.

Assim, coletaram-se um total de 70 aves, aleatoriamente, dentro de seis lotes
distintos respeitando um minimo de 10% do lote. De todas as aves se amostraram o
contetdo cecal e figado para a deteccdo de Salmonella, e sangue para exames
soroldgicos. De 26 aves, coletaram-se, ainda, suabe cloacal para exames bacterioldgicos
e de reacdo em cadeia pela polimerase.

O frigorifico onde foram realizados os abates estava sob inspecdo federal e

normalmente abate suinos para o0 mercado interno e externo.
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As emas foram transportadas em caminhdes e colocadas em baia de espera
(FIGURA 1). No segundo abate estas aves foram alocadas em uma baia conjunta para o
abate e os lotes foram identificados por marcas de tinta de cores diferentes. O tempo de
espera para o inicio do processamento variou de 12 a 24 horas. N&o se tem a informacéo
do manejo de desinfeccdo das baias de espera do frigorifico.

Figura 1 — Baia de espera

Para a caracterizacgdo do sistema produtivo das propriedades foram
encaminhados questionarios epidemioldgicos por via postal a todos os criadores
cooperados (ANEXO 1). Juntamente com o questionario havia um envelope selado e
enderecado para retorno. De um total de 18 produtores, oito retornaram o questionario
preenchido.

Todos os criadores produziam a ragdo administrada aos animais na propria
propriedade (FIGURA 2). No entanto, em quatro propriedades as ragOes iniciais (até 4
meses) eram do tipo comercial para frangos de corte.

Segundo os proprietarios as granjas possuiam outros tipos de criacdes como:

bovinos, galinhas caipiras, perus, ovinos, suinos, caprinos e equinos.



Figura 3 — Incubadora
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Os ovos eram colocados em ninhos pelas fémeas, retirados por tratadores,
desinfetados e chocados em incubadoras (FIGURA 3). As emas eram criadas em
piquetes fechados com telas e agrupadas por idade (FIGURA 4). Os filhotes ficavam em

galpdes cobertos a noite até os trés meses de idade (FIGURA 5).

W s R
i

Figura 5 — Galpéao
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A antibioticoterapia preventiva ndo é uma pratica comum na rheacultura. No
entanto, em caso de doencas bacterianas 0 uso de antibidtico como tetraciclina é
freqliiente (HOSKEN & SILVEIRA, 2003). Dos oito criadores que responderam ao
questionario epidemioldgico, cinco admitiram ter usado os antibiéticos enrofloxacina e
sulfamicina em casos de mortalidade. Dos outros tipos de medicamento utilizados

podemos citar: complexos vitaminicos, vermifugos e probioticos.

3.2 Isolamento bacteriano

O isolamento de Salmonella sp. foi realizado como descrito por Michael et al.
(2003). As colbnias confirmadas como Salmonella sp. foram mantidas congeladas (-
20°C) em Caldo Infusdo Cérebro e Coracao acrescido de 20% de glicerol, até serem
remetidas para sorotipagem na Fundacdo Instituto Oswaldo Cruz - RJ.

3.3 Reacdo em cadeia da polimerase

Das 70 aves amostradas, a pesquisa de salmonelas pela reacdo de cadeia em
polimerase (PCR) foi realizada em 69 individuos, sendo amostrados figados e conteido
cecal de 62 aves e 23 suabes cloacais.

A PCR-RV (invA) foi realizada como o descrito por Oliveira et al. (2002) se
utilizando um *“set” de pares de iniciadores especificos para do gene invA de
Salmonella sp., 139 (GTGAAATTATCGCCACGTTTCGGGCAA) e 141
(TCATCGCACCGTCAAAGGAACCQ).

3.4 Sorologia

Todas as 70 aves foram testadas sorologicamente com antigeno comercial para
Salmonella enterica Pullorum (Biovet®). Destes soros, 66 foram testados para sorologia
com uma cepa de Salmonella Typhimurium isolada de um dos figados coletados.

A técnica de soroaglutinacédo rapida (SAR) foi adaptada da descrita por Canal et
al. (2005). O antigeno utilizado foi feito utilizando-se uma cepa de Salmonella
Typhimurium isolada de figado de ema (Rhea americana) no Rio Grande do Sul e
sorotipada pela Fiocruz-RJ que foi cultivada em TSA (Tryptic Soy Agar) por 24 horas.

Apds este periodo, com o auxilio de um suabe estéril, as coldnias foram coletadas e
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ressuspendidas em 2-3 mL de solucdo salina tamponada com fosfato (PBS). A
suspensdo foi homogeneizada e padronizada para a densidade do tubo 2 da escala de
MacFarland. Apos, o soro a ser testado foi diluido em PBS na propor¢do de 1:10.
Misturaram-se 25 pL de suspensdo bacteriana e 25 pL de soro ndo diluido ou 25 pL de
soro diluido sobre uma placa de vidro, homogeneizando a mistura por cerca de um
minuto. Decorrido este periodo, realizou-se a leitura indicando a amostra como positiva

ou negativa pela presenca ou auséncia de aglutinacdo, respectivamente.
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Resumo

A Salmonella Typhimurium é um dos principais agentes isolados de casos de
toxinfeccdo alimentar humana no Brasil. Os produtos de origem animal sdo as
principais fontes de infeccdo e a carne suina e seus derivados sdo muito relevantes na
sua manutencdo e transmissdo para 0 homem. A monitoria das salmoneloses na
suinocultura é realizada com testes bacterioldgicos e soroldgicos, como o ELISA. No
entanto, estes testes demandam tempo e possuem um custo elevado. A soroaglutinacéo
rapida (SAR) é um teste rapido, pouco dispendioso e que pode ser realizado a campo.
Com o intuito de padronizar um teste de SAR utilizando-se como antigeno uma amostra
de S. Typhimurium isolada de ema (Rhea americana) foram testadas 60 amostras de
soro suino, sendo 30 sororreagentes e 30 ndo-reagentes frente ao ELISA padrdo. Com o
soro ndo diluido, determinou-se que a SAR exibiu sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo e valor preditivo negativo iguais a 96,7%, demonstrando que a
soroaglutinacdo répida, usando como antigeno Salmonella Typhimurium, é um teste de
triagem eficaz para a detecgé@o de anticorpos contra este patdgeno em soro apresentando
alta sensibilidade, especificidade e valor preditivo positivo.
Palavras-chaves: soroaglutinacao répida, Salmonella Typhimurium, suino, anticorpo,

diagndstico, ratita.
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Abstract

Salmonella Typhimurium is one of the most agent isolated from cases of human food
poisoning in Brazil. Products from animal origin are the main sources of infection, and
pork and processed meats are very important in transmitting these bacteria to humans.
The screening for Salmonella in swine heards are carried out through bacteriological
and serological tests, as the indirect ELISA. However, thil test is time consuming and
are expensive. The rapid agglutination test (RA) is a cheaper, fast and easy to perform
test. Aiming to standardize a RA test to detect anti-Salmonella antibodies in swine sera,
we tested 60 samples of porcine sera which were previously shown to be positive (30)
and negative (30) to S. Typhimurium by the ELISA test. The results show that the RA
had sensitivity, specificity, predictive positive value and predictive negative value equal
to 96.7% when used with non-diluted serum. Thus, this test can be applied to detect
antibodies against S. Typhimurium in pig serum.

Key-words: rapid agglutination test, Salmonella Typhimurium, pig, antibody,

diagnosis, ratite.

Introducéo

Nas ultimas décadas, a Salmonella sp. tem sido um dos principais agentes
relacionados a surtos de toxinfec¢do intestinal em humanos (Nadvorny et. al., 2000). Os
alimentos de origem animal tém sido apontados como 0s veiculos mais importantes para
a salmonelose humana de origem alimentar (Jackson et al., 1991). Segundo Mores e
Zanella (2006), a salmonelose € a segunda etiologia mais importante nas infecgdes
alimentares em humanos e a Salmonella Typhimurium tem sido um dos principais
sorotipos isolados (Hofer e Reis, 1994; Wall et al., 1994; Davies, et al., 1996; S&o
Paulo, 2005).

Recentemente houve um aumento no nimero de casos de salmonelose humana
em decorréncia do consumo de carne suina contaminada (Berends et al., 1998; Magnani
et al.,, 2000). Sugere-se que isso ocorreu devido ao aumento na prevaléncia de
Salmonella na producéo, no abate e no processamento da carne desses animais (Borch
et al., 1996; Swanenburg et al., 2001; Bessa et al., 2004).

Em um trabalho para determinar a prevaléncia de Salmonella isolada ao abate
de suinos no Rio Grande do Sul, Bessa et al. (2004) encontraram cOmo 0S Sorovares
mais prevalentes Typhimurium (24,3%), seguido por Agona (19,9%), Derby (13,2%) e

Bredeney (12%). Este trabalho confirmou dados de outros paises (Kampelmacher et al.



41

1963, Di Guardo et al.,1992, Késbohrer et al., 1997, Ganter et al., 1998) e do Brasil
(Peluffo et al., 1946; Zebral et al., 1974) onde a Salmonella Typhimurium foi a mais
isolada de suinos sadios.

Devido ao aumento do consumo e da producdo da carne suina deveria haver um
maior controle sanitario em todas as etapas de producdo, visando a diminui¢do do risco
para a saude publica. Por exemplo, Swanenburg et al. (2001) propuseram que o abate de
animais provenientes de rebanhos livres separadamente de rebanhos sororreagentes ou
infectados por Salmonella pode ser Gtil na reducdo do nimero de carcacas de suinos
contaminadas apds o abate. Para isto, varios métodos vém sendo utilizados para o
monitoramento de rebanhos, como isolamento do agente e técnicas sorolégicas, como o
ELISA indireto.

Teoricamente, qualquer técnica soroldgica pode ser utilizada como teste de
triagem. Entretanto, a escolha ¢ feita em fungdo de diferentes propriedades das mesmas,
em favor daquelas que sdo simples, praticas, rapidas e econémicas (Toma et al., 1999).
A maioria das técnicas ndo pode ser realizada a campo, decorrendo em maior tempo
para a emissdo de resultados, prejudicando a agilidade do processo de monitoria e
consequientemente na tomada de decisoes.

Na avicultura industrial, a soroaglutinacdo rapida é um teste de triagem utilizado
no monitoramento de vérias doencas, inclusive salmoneloses. Segundo Wray e Davies
(1994), a soroaglutinacao rapida é uma prova simples, pratica e pouco dispendiosa. No
entanto, sua pratica ndo é comum na suinocultura e ndo h& antigenos comerciais
disponiveis para S. Typhimurium no mercado. Neste sentido, o objetivo do presente
estudo foi a padronizacdo de uma técnica de soroaglutinacdo rapida (SAR) para
determinar a presenca de anticorpos para Salmonella Typhimurium e outras salmonelas

paratificas em soro suino.

Material e Métodos

Utilizaram-se 60 amostras de soros sanguineos de suinos previamente testados
pela técnica de ELISA (Kich et al., 2003) para a presenca de anticorpos para
Salmonella sp. Destas, 30 amostras eram provenientes de animais sororreagentes para
salmonela e 30 de animais ndo reagentes.

A técnica de soroaglutinagdo rapida (SAR) foi adaptada da descrita por Canal et
al. (2005). O antigeno utilizado foi feito utilizando-se uma cepa de Salmonella

Typhimurium isolada de figado de ema (Rhea americana) no Rio Grande do Sul e



42

sorotipada pela Fiocruz-RJ que foi cultivada em TSA (Tryptic Soy Agar) por 24 horas.
Ap0s este periodo, com o auxilio de um suabe estéril, as coldnias foram coletadas e
ressuspendidas em 2-3 mL de solucdo salina tamponada com fosfato (PBS). A
suspensdo foi homogeneizada e padronizada para a densidade do tubo 2 da escala de
MacFarland. Apds, o soro a ser testado foi diluido em PBS na propor¢cdo de 1:10.
Misturaram-se 25 pL de suspensao bacteriana e 25 pL de soro néo diluido ou 25 pL de
soro diluido sobre uma placa de vidro, homogeneizando a mistura por cerca de um
minuto. Decorrido este periodo, realizou-se a leitura indicando a amostra como positiva
ou negativa pela presenca ou auséncia de aglutinacdo, respectivamente.

A determinacdo da sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo e
negativo, indice kappa e a construcdo da curva ROC (Receiver Operator Characteristics)
foram realizados utilizando o software SPSS for Windows, versdo 12.0.2 (SPSS Inc.,
Chicago, 2004), tomando o teste ELISA como padrdo. O indice kappa foi categorizado
como sem concordancia (k<0,00) a quase perfeito (0,81<k<1,0) (Abraira, 2000).

Resultados e Discusséo

As 60 amostras foram, inicialmente, testadas pela técnica de SAR utilizando-se
o0 soro ndo diluido. Observou-se concordancia quase perfeita entre os resultados obtidos
por esta técnica e os resultados do teste de ELISA (k = 0,933), sendo que apenas duas
amostras ndo apresentaram concordancia de resultado entre os dois testes (Tab. 1).

Segundo Toma et al. (1999), um bom teste de triagem é aquele que fornece um
méaximo de resultados corretos e um minimo de resultados falsos, ou seja, possui alta
sensibilidade e especificidade. Os mesmos autores indicam que, ao suprimirem-se 0s
resultados falsos negativos de um teste diagndstico, aumenta-se consideravelmente o
nimero de resultados falsos positivos e vice-versa. Nos testes de triagem com a
finalidade de identificar animais infectados, seria preferivel identificarem-se
erroneamente animais sadios como doentes (falsos positivos) a manterem-se as fontes
de infeccédo (falsos negativos) no rebanho, indicando a sensibilidade como propriedade
desejavel em técnicas diagndsticas de triagem.

Tomando-se o teste ELISA como padrdo, determinou-se que a SAR, nestas
condicdes, possui sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor
preditivo negativo iguais a 96,7%. Estes resultados indicam um pequeno nimero tanto
de resultados falsos positivos quanto negativos.
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Tabela 1 — Tabela de contingéncia comparando os resultados da Soroaglutinacdo Rapida
(SAR) com o ELISA em soros nao diluidos de suinos, utilizando Salmonella

Typhimurium como antigeno.

SAR ELISA
Positivo Negativo Total
Positivo 29 1 30
Negativo 1 29 30
Total 30 30 60

Entretanto, utilizando-se a SAR com o0s soros na diluicdo de 1:10, obteve-se
concordancia mediana (k = 0,633) nos resultados entre os dois testes, observando-se
apenas 20 amostras reagentes frente a SAR (Tab. 2). Neste caso, esta técnica apresentou
menor sensibilidade (66,7%), valor preditivo positivo (95,2%) e valor preditivo
negativo (74,4%), mantendo a mesma especificidade (96,7%). Observou-se que a SAR,
quando realizada com soro diluido, gerou um maior nimero de resultados falsos
negativos nao sendo, entdo, indicada como um teste adequado de triagem na infeccéo
por Salmonella sp. Isto por que, a sensibilidade é a capacidade de um instrumento de
reconhecer os verdadeiros positivos em relacdo ao total de doentes, ou seja, quanto

maior a sensibilidade menor serd o nimero de resultados falsos negativos.

Tabela 2 — Tabela de contingéncia comparando os resultados do ELISA com os da
Soroaglutinacdo Répida (SAR) em soros sanguineos diluidos (1:10) de suinos,

utilizando Salmonella Typhimurium com antigeno.

SAR ELISA
Positivo Negativo Total
Positivo 20 10 30
Negativo 10 20 30
Total 30 30 60

A sensibilidade e a especificidade sdo atributos intrinsecos do teste. No entanto,
para estimar a validade de um instrumento diagndstico em condi¢des operacionais
devemos calcular um indicador denominado valor preditivo positivo (probabilidade de

um caso identificado com um determinado instrumento de ser de fato positivo), cujo
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valor varia com a prevaléncia (Brasil, 2006). No presente estudo a SAR, apresentou o

valor preditivo positivo de 95,2% em soro diluido.

1,0

0,8

0,6 Area: 97,2%

0,4—

Sensibilidade

0,2—

0.0 T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0,8 1.0

Especificidade

Figura 1 — Curva ROC da técnica de soroaglutinacdo réapida para identificacdo de

resposta imune de soros suinos, utilizando Salmonella Typhimurium como antigeno.

A acurécia global ou validade da SAR no diagndéstico presuntivo de Salmonella
foi de 97,2% (Fig. 1). A area sob a curva ROC mede a probabilidade de concordancia
entre duas medidas (Fletcher et al., 1996), onde uma area de 50% reflete auséncia de
forca (poder discriminatorio) na relacdo e uma area de 100% reflete concordancia
perfeita (Schroeder et al., 2001).

Com base nos resultados apresentados, verificamos que o teste de SAR em soro
de suinos para determinar animais sororreagentes frente a S. Typhimurium é valido e

possivel de ser realizado utilizando-se soro suino bruto (ndo-diluido).

Conclusotes
O protocolo descrito de soroaglutinacdo rapida que usa antigeno de Salmonella
Typhimurium foi um teste de triagem eficaz para detectar anticorpos em soro de suinos,

apresentando alta sensibilidade, especificidade e valor preditivo positivo.
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Claudio Wageck Canal?

RESUMO

A rheacultura esta em constante expansdo e surge como uma nova alternativa
para a pecuaria. No entanto, publicacdes na area sdo escassas comparando-se com
espécies domésticas, tanto em nivel de manejo e reproducdo quanto ao status sanitario
dos rebanhos existentes. O presente trabalho teve como objetivo identificar animais
portadores de Salmonella sp. a partir de amostras de figado, contetdo cecal e suabe
cloacal de emas (Rhea americana) ao abate e comparar 0 método bacterioldgico padréo
(MBP) com a soroaglutinacao rapida utilizando S. Typhimurium como antigeno para
diagnostico da infecgcdo por este microrganismo. De 70 emas, foram coletados sangue,
para exame soroldgico, e contedo cecal e figado, para a deteccdo de Salmonella sp. As
70 aves foram testadas sorologicamente com antigeno comercial para Salmonella
Pullorum. Destas, 66 também foram testadas por macroaglutinacdo utilizando como
antigeno uma cepa de Salmonella Typhimurium isolada de ema (SAR-ST). Verificou-
se isolamento de Salmonella sp. em 66 (94,2%) aves, sendo 60 (85,7%) em amostras de
figado, 42 (60%) em conteudo cecal e 11 (42,3%) em suabe cloacal. Das 114 linhagens
de salmonelas isoladas, identificaram-se 19 (16,6%) como S. enterica subsp. enterica
rugosa, 41 (35,9%) como S. Typhimurium, 53 (46,5%) como S. Newport e uma amostra
(0,9%) como S. Anatum. Todas as aves foram ndo reagentes frente ao antigeno
comercial de S. Pullorum, contudo, 37 foram reagentes no SAR-ST. Conste a ampla
revisdo de literatura realizada, este € o primeiro trabalho do género em amostras desta
espécie.

Palavras-chaves: diagnostico, soroaglutinacdo, método microbiologico padréo,

Salmonella sp., Rhea americana, ratitas.
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ABSTRACT

The Greater Rhea breeding is a new alternative to breeders. Although, papers
about this subject are rare when compare with traditional breeding. This paper aims to
identify Salmonella’s reservoirs animals, using Greater Rhea (Rhea americana) liver
samples, cecal material and cloacal swab, collected at slaughterhouse and to compare
the rapid serum-agluttination method using S. Typhimurium antigen and the
microbiological standard method (MSM). To Salmonella detection we collected liver
samples, cecal material and blood samples of 70 birds. All this birds were serologically
tested to Salmonella enterica Pullorum with commercial antigen (Biovet®). Of this, 66
were also tested to macroagluttination with a Salmonella Typhimurium strain (RSA-ST)
isolated of a greater rhea. We detected Salmonella sp. At 66 (94.2%) birds, of this 60
(85.7%) in the liver, 42 (60.5) in the material cecal and 11 (42.3%) in the cloacal swab.
Of the 114 Salmonella strains, we identify 19 (16.6%) to S. enterica enterica rough, 41
(35.9%) to S. Typhimurium, 53 (46.5%) to S. Newport e one sample (0.9%)to S.
Anatum. All birds were serum non-reactives at RSA, but 37 were serum reactives at
RSA-ST. As far as we concerned this is the first work like that uses greater rhea
samples.
Key-words: diagnosis, serum-agglutination, standard microbiological technique,

Salmonella sp., Rhea americana, ratites.

INTRODUCAO

A ema (Rhea americana) é uma ratita nativa dos pampas que tem sido criada
em fazendas no sul do Brasil pela sua carne e penas, dentre outros derivados. Embora a
criacdo de emas para o comércio de carne tenha aumentado exponencialmente nos
ultimos anos, o abate destas aves é realizado ainda em pequena escala. Os
estabelecimentos abatedores possuem inspecdo federal ou estadual estando, portanto,
sujeitos as normativas dos respectivos érgdos regulamentadores.

O controle dos patdgenos aviarios de interesse da industria, como Salmonella
Pullorum (SP) e Salmonella Gallinarum (SG), foi alcangado, em muitos paises, através
de medidas coordenadas de vigilancia sanitaria associada aos exames sorologicos e
sacrificio compulsorio dos lotes positivos. No entanto, o Tifo Aviario (causado pela SG)
e a Pulorose (causada pela SP) continuam entre os principais problemas da industria
avicola. Além disso, sorovares de Salmonella com importancia em saide publica, que

ameacam a aceitagdo de produtos de origem avicola por estarem relacionados a
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infeccbes alimentares em humanos, tais como Salmonella Typhimurium (ST) e
Salmonella Enteritidis (SE), sdo de controle mais dificil, em funcdo de sua
epidemiologia complexa, que envolve excrecdo fecal intermitente, contaminacédo
ambiental e existéncia de muitos reservatorios da bactéria (BERCHIERI Jr., 2000).

O Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA) estabelece a¢Ges prioritarias
centradas em atingir os principais estados produtores e as regiées de maior concentracdo
avicola (especialmente a Regido Sul do Brasil) e visa controlar e/ou erradicar as
principais doencas aviarias de transmissdo vertical, como a salmonelose. Toda a cria¢éo
de ave silvestre ou doméstica deve ser regulamentada e monitorada seguindo as
diretrizes do PNSA (BRASIL, 1994).

A realizacdo de exames sorologicos de triagem para monitoria de Salmonella sp.
na avicultura comercial é frequente. O método de eleicdo para triagem de lotes
infectados e vigilancia soroldgica é a Soroaglutinacao Répida (SAR) com antigeno
comercial corado (BRASIL, 1994). Este identifica aves infectadas com SP, SG e SE,
devido ao compartilhamento do antigeno somatico do Grupo D (BUCHALA, et al.
2006). No entanto, este antigeno comercial ndo identifica aves infectadas com
Salmonella Typhimurium e outras salmonelas paratificas. Assim, no presente trabalho,
foi utilizado um teste de soroaglutinacdo rapida em placa utilizando S. Typhimurium
como antigeno para uma possivel deteccdo de aves sororeagentes frente a outras
salmonelas.

O presente trabalho teve como objetivo identificar animais portadores de
Salmonella sp. a partir de amostras de figado, conteudo cecal e suabe cloacal de emas
(Rhea americana) ao abate e comparar o método bacterioldgico padrdao (MBP) com a
soroaglutinacao rapida utilizando S. Typhimurium como antigeno para diagnostico da
infecgdo por este microrganismo. Conste a ampla revisdo de literatura realizada, este € o

primeiro trabalho do género em amostras desta espécie.

MATERIAIS E METODOS

Na tomada de amostras, para fim deste trabalho, utilizaram-se critérios
qualitativos, recorrendo a chamada amostra intencional (THIOLLENT, 1992;
MARCONI & LAKATUS, 1996). As aves estudadas eram pertencentes a criadores
filiados a uma cooperativa no sul do Brasil e um questionario epidemioldgico,
juntamente com um envelope selado e enderegado para retorno, foram encaminhados

por via postal a todos os cooperados para caracterizacdo do sistema produtivo.
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Para determinacdo do tamanho da amostra, estimaram-se a populacdo em 500 a
3.000 aves, frequiéncia esperada de 50%, erro aceitavel de 40% e nivel de confianca de
95%, utilizando o programa WinEpi 4.0. O tamanho de amostra calculado variou de 60
a 66 individuos, de acordo com o tamanho da populagdo. Nos meses de setembro e
outubro de 2006, foram abatidas 270 emas pertencentes a seis lotes compostos por 115,
28, 22,45, 7 e 25 aves.

Um total de 70 aves foi aleatoriamente amostrado, respeitando a coleta de pelo
menos 10% de animais de cada lote (BRASIL, 2003). De todas as aves, foi coletado
sangue, para sorologia, e contetdo cecal e figado, para isolamento de Salmonella. De
26 aves, coletaram-se ainda suabes cloacais. As coletas foram realizadas na linha de
abate de um frigorifico com inspecdo federal que, normalmente, abate suinos para o
mercado interno e externo.

O isolamento de Salmonella sp. foi realizado como descrito por Michael et al.
(2003). As colodnias confirmadas como Salmonella sp. foram mantidas congeladas (-
20°C) em Caldo Infusdo Cérebro e Coracao acrescido de 20% de glicerol, até serem
remetidas para sorotipagem no Instituto Oswaldo Cruz-RJ.

As 70 aves foram testadas sorologicamente com antigeno comercial para
Salmonella enterica Pullorum (Biovet®). Destas, 66 foram também testadas por
macroaglutinacdo com uma cepa de Salmonella Typhimurium (SAR-ST). A técnica de
soroaglutinacdo rapida (SAR) foi adaptada da descrita por Canal et al. (2005). O
antigeno utilizado foi feito utilizando-se uma cepa de Salmonella Typhimurium isolada
de figado de ema (Rhea americana) no Rio Grande do Sul e sorotipada pela Fiocruz-RJ
que foi cultivada em TSA (Tryptic Soy Agar) por 24 horas. Apés este periodo, com 0
auxilio de um suabe esteril, as col6nias foram coletadas e ressuspendidas em 2-3 mL de
solucdo salina tamponada com fosfato (PBS). A suspensdo foi homogeneizada e
padronizada para a densidade do tubo 2 da escala de MacFarland. Apos, 0 soro a ser
testado foi diluido em PBS na proporcéo de 1:10. Misturaram-se 25 uL de suspensao
bacteriana e 25 uL de soro ndo diluido ou 25 pL de soro diluido sobre uma placa de
vidro, homogeneizando a mistura por cerca de um minuto. Decorrido este periodo,
realizou-se a leitura indicando a amostra como positiva ou negativa pela presenca ou
auséncia de aglutinacéo, respectivamente.

A comparacdo entre os resultados obtidos no isolamento bacteriano e na SAR-
ST foi realizada pelo teste de McNemar (PAGANO & GAUVREAU, 2004) utilizando-
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se 0 programa SPSS versdo 12.0.2 (SPSS INC., CHICAGO, 2004). O indice kappa foi
categorizado como sem concordancia (k<0,00) a quase perfeito (0,81<k<1,0)
(ABRAIRA, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As aves amostradas eram provenientes de um sistema cooperativo constituido
por 18 criadores de emas. Destes, apenas oito (44,5%) retornaram o questionario
preenchido.

Todas as granjas utilizavam ragdo produzida na propria propriedade para
alimentacdo das aves. No entanto, em quatro propriedades, aves jovens recebiam racéo
inicial comercial para frangos de corte. Os ovos eram chocados em incubadoras e as
emas, criadas em piquetes fechados com telas e agrupadas por idade. Os filhotes
ficavam em galpdes cobertos a noite até os trés meses de idade.

A terapia preventiva com antimicrobianos ndo é uma pratica comum na
Rheacultura. No entanto, em caso de doencas bacterianas, 0 uso de antimicrobianos,
como tetraciclina, é frequente (HOSKEN & SILVEIRA, 2003). De oito criadores, cinco
utilizaram enrofloxacina e sulfamicina, em casos de doenca. Além disso, todos 0s
criatorios utilizavam complexos vitaminicos, anti-helminticos e probioticos na producéo
de emas.

O frigorifico onde foram realizados os abates possuia inspecdo federal e
normalmente abatia suinos para o mercado interno e externo. As emas foram
transportadas em caminhdes e colocadas em baia de espera, sendo que na segunda
coleta, as aves foram alocadas em uma baia conjunta para o abate e os lotes foram
identificados por marcas de tinta de cores diferentes. O tempo de espera para o inicio do
processamento variou de 12 a 24 horas. Ndo se tem a informacdo do manejo de
desinfeccédo das baias de espera pelo frigorifico.

Verificou-se isolamento de Salmonella sp. em 66 (94,2%) aves, sendo 60
(85,7%) em amostras de figado, 42 (60%) em conteudo cecal e 11 (42,3%) em suabe
cloacal. Destes 66, havia a presenca de Salmonella sp. concomitantemente no figado e
no conteddo cecal em 41 aves (61,7%). Somente de 7 aves (10,6%) foi possivel isolar
salmonela de todas as amostras (figado, contetdo cecal e suabe cloacal).

Das 114 linhagens de salmonelas isoladas, identificaram-se 19 (16,6%) como S.
enterica subsp. enterica rugosa, 41 (35,9%) como S. Typhimurium, 53 (46,5%) como

S. Newport e uma amostra (0,9%) como S. Anatum. Os sorovares Typhimurium,



54

Newport e Anatum sdo importantes para a saude publica e frequentemente isolados de
casos de salmonelose em humanos (THRELFALL et al., 1998; PEZZINO et al., 1998;
GUITIERREZ-COGNO et al., 2000; KRAUSE et al., 2001; GILLESPIE, 2004; KIRK
et al., 2004; ESPIE et al., 2005; KIVI et al., 2005; ISAKBAEVA et al., 2005;
TAKKINEN et al., 2005; DECHET et al., 2006).

S. Newport é frequentemente isolada em animais domesticos (PRITCHARD &
KRUSE, 1982; CLEGG et al 1983; PACER et al. 1989; TRAUB-DARGATZ et al.
1990; RANKIN et al., 2002; D'ALTERIO et al 2003; GUPTA et al., 2003) e silvestres
(RECHE et al., 2003; ADESIYUN et al. 1998). GIOSSA et al. (2004) isolaram S.
Newport de raspados intestinas de emas no Uruguai.

Ja a S. Typhimurium é comum em varias espécies de aves e causa mortalidade
em avestruzes de até trés meses de idade (MORE, 1996), mas raramente afeta aves de
mais de seis meses ou aves no abatedouro (VERWOERD, 2000).

Quanto a S. Anatum, na Africa do Sul, foram isoladas varias espécies de
Salmonella de amostras provenientes de avestruzes, estando entre elas a S. Anatum
(HUCHEZERMEYER, 2000). Na Patagbnia, S. Anatum foi isolada de ovos de ema
(REISSIG et al., 2001).

Verificou-se que as granjas, onde foram criadas estas emas, possuiam espécies
domésticas como bovinos, galinhas caipiras, perus, ovinos, suinos, caprinos e equinos,
as quais poderiam servir como reservatdrios destes sorovares.

Em relacdo aos dados de sorologia verificou-se que os 70 soros examinados néo
reagiram frente o antigeno comercial de S. Pullorum. O mesmo ja havia sido observado
em emas no Rio Grande do Sul (FLORES et al., 2003). Em um abatedouro de
avestruzes nos Estados Unidos, ndo foi observada soropositividade nesta espécie para S.
Pullorum, S. Enteritidis e S. Typhimurium (LEY et al., 2000), embora Salmonella sp. j&
tenha sido isolada desta espécie (LEY et al., 2001).

Por outro lado, quando se utilizou o sorovar Typhimurium como antigeno,
56,1% (37/66) das aves testadas foram positivas. Destas, isolou-se Salmonella de 35
individuos. Os sorovares isolados destas amostras estéo discriminados na Tabela 1.

Comparando-se os resultados obtidos no isolamento de Salmonella sp. com os
da sorologia, verificou-se que o numero de aves com isolamento positivo é superior ao
namero de aves com resposta soroldgica independentemente da amostra (individuo,

figado, contetido cecal ou suabe) utilizada para o isolamento bacteriano (Tabela 2).
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Comparando estes resultados, determinou-se que a SAR-ST possui baixa
sensibilidade e especificidade no diagnostico de infeccdo por salmonelas em emas.
Verificou-se variabilidade nos valores preditivos positivo e negativo, segundo o local de
isolamento bacteriano utilizado como método diagndstico padrdo (Tabela 3).
Utilizando-se o isolamento no individuo, determinou-se valor preditivo positivo de
94,6%, indicando que as aves com resultado soroldgico positivo possuiam alta
probabilidade de terem sido infectadas por salmonelas. Verificou-se que a maioria das
aves (73%) com isolamento bacteriano apresentou resultado soroldgico negativo.
Determinou-se concordancia insignificante entre os resultados do isolamento bacteriano
e a resposta soroldgica (k=0,016), indicando que a infeccdo por salmonela nas aves
ocorreu em periodo inferior ao necessario para que 0corresse a SOroconversao.

O periodo necessario para a soroconversao, em aves e animais, varia de 10 dias a
duas semanas apds a infeccdo, dependendo da populacdo bacteriana presente (VAN
DER WOLF et al., 2001a; VAN DER WOLF et al., 2001b; VAN DER GAAG et al.,
2004; PRAKASH et al., 2005). Uma possibilidade é a de que as emas tenham se
infectado com salmonela nas baias de espera (ROSTAGNO et al., 2005) onde sao
normalmente alojados suinos neste abatedouro. A presenca de individuos com
isolamento de salmonela no figado e nédo reatividade sorologica pode ser devido ao fato
de que ha casos em que ocorre apenas a contaminacdo, mas ndo a infec¢do do individuo,
ndo ocorrendo a absor¢cdo do microrganismo, mas sim sua excrecao pelas fezes, sendo
chamadas salmonelas de transito (GAST, 2003).

Outra possibilidade € de que estes resultados sejam decorrentes do mecanismo
de eliminacdo de salmonelas, uma vez que a excrecdo de salmonelas em aves infectadas
ocorre de modo intermitente (BARROW & LOWELL, 1991). Além disso, a presenga
de Salmonella sp. em visceras pode ser decorrente do sequestro da bactéria por células
do sistema reticulo-endotelial e ndo a septicemia. Estudos apontam que, ap6s inoculacéo
oral, S. Typhimurium foi encontrada em &rgdos e no trato alimentar; ocorrendo,
gradualmente, declinio no nimero de células e, conseqlientemente, isolamento apenas a
partir do trato alimentar (BARROW et al., 1987).

Os dados apresentados neste trabalho demonstraram que novos estudos devem
ser realizados a fim de identificar possiveis fontes de infeccdo a estas aves. A detec¢do
de Salmonella sp. pelos métodos bacterioldgicos e soroldgicos em amostras de emas
deve ser considerada como importante, pois as aves testadas ndo apresentavam nenhuma

manifestacdo clinica de salmonelose e podem ser importantes na toxinfeccdes
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alimentares por salmonelas. Além disso, embora apresente uma ampla revisdo de

literatura, este trabalho é pioneiro em relacdo a Rhea americana.

CONCLUSOES
Isolaram-se linhagens de Salmonella de emas pertencentes a diferentes
sorovares e observou-se sororeatividade, indicando que a infeccdo de salmonelas em

emas esta presente no Rio Grande do Sul.
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Tabela 1 — Sorovares de Samonella isolados de aves sororeagentes na Soroagluinacéo

rapida em placa com antigeno S. Typhimurium

Sorovar isolado Numero de reagentes

S. Newport 17
S. Typhimurium 7
S. enterica enterica rugosa 3
S. Typhimurium & S. Newport 1
S. Typhimurium & S. enterica enterica rugosa 3
S. Newport & S. enterica enterica rugosa 4
Isolamento negativo 2
Total 37
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Tabela 2 — Tabela comparando os resultados positivos do Isolamento para Salmonella

com os da SAR-ST

Amostras Microbiologico Padrédo Sorologia
Figado 85,7% (60/70) 48,5% (32/66)
Contetdo cecal 60% (42/70) 36,4% (24/66)
Suabe cloacal 42,3% (11/26) 23% (6/26)
Individuo 94,2% (66/70) 56,1% % (37/66)
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Tabela 3 — Avaliacdo da soroaglutinacdo rapida utilizando o sorovar Typhimurium

como antigeno como método diagnostico na infeccdo por salmonelas em emas (Rhea

americana), utilizando o isolamento bacteriano como método padrédo, segundo o local

de isolamento.

Individuo | Figado Conteldo cecal | suabe
Sensibilidade (%) 56,5 57,1 58,5 54,5
Especificidade (%) 50 50 48 46,7
Valor Preditivo Positivo (%) 94,6 86,5 64,9 42,9
Valor Preditivo Negativo (%) 6,9 17,2 41,4 58,3
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Deteccdo de Salmonella Anatum em ema (Rhea americana)

Detection of Salmonella Anatum in the Greater Rhea (Rhea americana)

Rosecler Alves Pereira’,?”; Claudio Wageck Canal®, Veronica Schmidt*
- NOTA -

RESUMO

Para pesquisa de Salmonella sp., foram coletadas amostras de figado e conte(do
cecal de 70 emas (Rhea americana) abatidas no Rio Grande do Sul. Em uma ave,
verificou-se, macroscopicamente, figado ligeiramente esverdeado. Colonias
morfoldgica e bioquimicamente compativeis com Salmonella sp. foram sorotipadas
como Salmonella Anatum. Considerando-se o alto potencial zoonético deste
microrganismo, destaca-se a relevancia do controle microbiologico efetivo em
frigorificos que abatem espécies silvestres, assim como no produto final.

Palavras-chaves: Salmonella Anatum, Rhea americana, diagnostico.

ABSTRACT

Aiming to investigate the Salmonella sp. presence, we collected at one slaughter
house in Rio Grande do Sul — Brazil, liver and cecal samples from 70 Greater Rhea
(Rhea Americana). Macroscopically, the liver of one bird was slightly green.
Salmonella-like colonies were serologically typed, and one colony was identified as
Salmonella Anatum. Considering the high zoonotical potencial of this microorganism,
an effective microbiological control of wild animal’s slaughter houses and the final
product are needed.
Key-words: Salmonella Anatum, Rhea Americana, diagnosis.

A Salmonella sp. € um dos mais importantes patdgenos veiculados por
alimentos por estar amplamente distribuida na natureza, por possuir um grande nimero
de reservatdrios, como as aves silvestres, por apresentar sorotipos inespecificos quanto
ao hospedeiro e cepas multiresistentes aos antimicrobianos (BERSOT, 2006). Certos
sorovares sdo especificos de algumas espécies animais, embora alguns possam acarretar
tanto a salmonelose animal quanto a humana (ANDREATTI FILHO et al., 2001).
Informacdes sobre a incidéncia e distribuicdo dos sorovares de salmonelas na populagao

de animais silvestres e domésticos sdo essenciais para relacionar 0s possiveis
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reservatorios gque possam ser responsaveis pela transmissdo dessa zoonose (GAST,
2003). Varios sorovares de salmonelas paratificas sdo responsaveis por infecgdes em
aves silvestres. Tanto aves clinicamente sadias quanto infectadas que sobreviveram a
um surto, podem ser portadoras de salmonelas. Deste modo, aves destinadas a
programas de soltura ou reintroducdo no ambiente natural devem ser avaliadas quanto a
presenca deste microrganismo uma vez que possuem acesso a fontes potenciais de
infeccdo, que incluem depositos de lixo, residuos provenientes da avicultura e efluentes
de esgotos néo tratados (CUBAS, 1993).

A ema (Rhea americana) pertence ao grupo de aves conhecido como ratitas
(HUCHZERMEYER, 2000) e ¢ identificada como uma ave silvestre, sendo sua criacdo
controlada pelo IBAMA. Sua caca é proibida e a espécie esta classificada como animal
de baixo risco de extin¢do na lista vermelha do Comité Internacional de Tréfico de
Espécies Ameacas de Extingdo (CITES, 2006). O comércio de carne de emas sO €
permitido de animais oriundos de criadouros comerciais regularizados junto ao IBAMA
e abatido em frigorificos regularizados e com servico de inspecéo.

Como a criacdo e comercializacdo de carne de emas estdo em uma fase inicial,
pouco se conhece sobre as patologias que afetam esta espécie em criagdes intensivas.
Desta forma, o presente trabalho faz parte de um esforgo para determinar a ocorréncia
de patologias nesta espécie. Para isto, foram coletadas amostras de figado e contetdo
cecal de 70 emas abatidas no Rio Grande do Sul. As amostras foram processadas para
isolamento de Salmonella, segundo Michael et al. (2003). Um total de 114 colonias
isoladas, morfoldgica e bioquimicamente compativeis com Salmonella sp., foram
encaminhadas para sorotipificacdo na Fiocruz/RJ. Destas, identificaram-se 19 (16,6%)
como S. enterica enterica rugosa, 41 (35,9%) como S. Typhimurium, 53 (46,5%) como
S. Newport e uma amostra (0,9%) como S. Anatum; sendo esta proveniente de um
figado que se apresentou, macroscopicamente, ligeiramente esverdeado.

Segundo Huchezermeyer (2000), no Instituto de Veterindria de Onderstepoort,
foram isoladas vérias espécies de Salmonella de amostras provenientes de avestruzes,
estando entre elas a S. Anatum. Na Patagbnia, S. Anatum foi isolada de ovos de ema
(REISSIG et al.,, 2001). A Salmonella Anatum é comumente isolada de equinos,
bovinos, cées, gatos e aves domésticas (JONES, 2000). No Brasil, este microrganismo
ja foi isolado de carcacgas de equideos (HOFFER et al., 2000), carcagas e &gua em
abatedouros de frangos (CORTEZ et al., 2006) e em matéria-prima de ragdes para
animais (HOFER & SILVA, 1998; SAENZ et al., 2001). Este sorovar foi isolado, ainda,
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de carcacas de suinos em Portugal (VIEIRA-PINTO, 2006) e de suinos e ovinos na
Nova Zelandia (DAVIS & RUSSEL, 1960). Casos de infeccdo humana ja foram
registrados no México (GUITIERREZ-COGNO et al., 2000), na China (CHIEH SUNG
et al., 1949) e de um surto em lactentes na Dinamarca (WEGENER et al., 1997).

A deteccdo de S. Anatum alerta para o risco a salde publica demonstrando a
relevancia de um controle efetivo em frigorificos que abatem espécies de criagdes

alternativas, bem como do controle microbiolégico no produto final.
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Deteccdo de Salmonella sp. em emas (Rhea americana): comparagéo entre a reagcao em
cadeia da polimerase e método bacteriologico padrao
Detection of Salmonella sp. from Greater Rhea (Rhea Americana) origin: a comparison

between a polimerase chain reaction protocol and a standard microbiological technique

Rosecler Alves Pereira®, André Felipe Streck?, Verdnica Schmidt®, Claudio Wageck

Canal?

RESUMO

A ema (Rhea americana) € uma ave silvestre que habita o sudeste da América
do Sul e tem sido criada em fazendas pela sua carne e penas. O comércio de carne de
emas sé € permitido de animais oriundos de criadouros comerciais regularizados junto
ao IBAMA e abatidos em frigorificos legalizados. O presente trabalho teve como
objetivo comparar o0 método bacterioldgico padrdo (MBP) e a reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR) na identificacdo de animais portadores de Salmonella sp. a partir de
amostras de figado, contetido cecal e suabe cloacal de emas (Rhea americana) ao abate.
Apesar da ampla revisdo de literatura realizada, este € o primeiro trabalho do género em
amostras desta especie. Verificou-se isolamento de Salmonella sp. em 66 (94,2%) aves,
representadas por 60 (85,7%) amostras de figado, 42 (60%) conteddos cecais e 11
(42,3%) suabes cloacais. Os resultados da PCR foram positivos em 67 (97,1%) aves,
sendo 59 (95,2%) amostras de figado, 46 (74,2%) materiais cecais e 10 (43,5%) suabes
cloacais. Os resultados obtidos demonstraram que a PCR detectou Salmonella sp. em
um maior nimero de amostras provenientes de emas (Rhea americana) do que o MBP,
concordando com resultados encontrados em outras espécies.

Palavras-chaves: Salmonella sp., diagndstico, PCR, método bacterioldgico

padrdo, Rhea americana

ABSTRACT
The Greater Rhea (Rhea americana) is a southern South American native wild bird,

which is bred in captivity for its feathers and meat. Commercialization of the Greater
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Rhea’s meat is only allowed of animals deriving from commercial breeders who are
regulated by IBAMA and slaughtered at legalized slaughterhouses. This work aims to
compare a polymerase chain reaction (PCR) protocol to a standard microbiological
technique (SMT) in the generic detection of Salmonella in liver, cecal material and
cloacal swab of Greater Rheas samples collected in a slaughterhouse. As far as we are
concerned, this is the first study comparing these two techniques using Greater Rhea
samples. The results showed the Salmonella sp. isolation from 66 (94.2%) birds, being
60 (85.7%) found in liver, 42 (60%) in cecal material and 11 (42.3%) in cloacal swabs.
The PCR was positive in 67 (97.1%) birds, being 59 (95.2%) found in liver, 46 (74.2%)
in cecal material and 10 (43.5%) in cloacal swabs. The present report demonstrates that
the PCR technique can detect a higher number of Salmonella sp. positive samples in
Greater Rhea when compared to the SMT, which agrees with previous results from
other species.

Key-words: Salmonella sp., diagnosis, PCR, standard microbiological technique, Rhea

americana

INTRODUCAO

A ema (Rhea americana) pertence ao grupo de aves conhecido como ratitas, o
qual inclui o avestruz (Struthio camelus), da Africa; o casuar (Casuarius casuarius) e
o emu (Dromaius novaehollandiae), da Australia; e o kiwi (Apteryx sp.), da Nova
Zelandia (HUCHZERMEYER, 2000). Esta ave, nativa dos pampas do sudeste da
Ameérica do Sul, tem sido criada em fazendas no sul do Brasil para a obtencéo de carne
e penas, estando bem adaptada a regiao.

A ema ¢é identificada como uma ave silvestre, sendo assim, sua criagdo €
controlada pelo IBAMA. Sua caca é proibida e a espécie esta classificada como animal
de baixo risco de extincdo, na lista vermelha do Comité Internacional de Tréafico de
Espécies Ameacas de Extincdo (CITES, 2006). O comércio de carne de emas sO €
permitido de animais oriundos de criadouros comerciais regularizados junto ao IBAMA
e abatido em frigorificos legalizados.

Mesmo que a criacdo de ema tenha aumentado exponencialmente nos Gltimos
anos, o abate destas aves ainda é feito em pequena escala. Mesmo assim, todos séo
realizados em estabelecimentos sob inspecdo federal ou estadual estando, portanto,
sujeitos as normativas do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento.
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O Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA) estabelece ac¢des prioritarias
centradas em atingir os principais estados produtores e as regiées de maior concentracdo
avicola (especialmente a Regido Sul do Brasil) e visa controlar e/ou erradicar as
principais doengas aviarias de transmissdo vertical, como as salmoneloses. Toda a
criacdo de ave silvestre ou doméstica deve ser regulamentada e monitorada seguindo as
diretrizes do PNSA (BRASIL, 1994). Segundo este plano, o método de deteccdo de
Salmonella sp. padréo é o isolamento bacterioldgico.

Considerando esta normativa, o presente trabalho teve como objetivo comparar
0 método bacteriolégico padrdo (MBP) e a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) na
identificacdo de animais portadores de Salmonella sp. em amostras de figado, conteddo
cecal e suabe cloacal de emas ao abate. Conste a ampla revisdo de literatura realizada,

este é o primeiro trabalho do género em amostras desta espécie.

MATERIAIS E METODOS

Coletaram-se conteudo cecal e figado de 70 aves escolhidas aleatoriamente de
seis lotes distintos, respeitando-se um minimo de 10% do lote (BRASIL, 2003), alem de
suabes cloacais de 26 aves.

O método bacteriologico padrdao (MBP) para isolamento de Salmonella sp. foi
realizado como descrito por Michael (2003). As colénias confirmadas como Salmonella
sp. foram mantidas congeladas (-20°C) em Caldo Infusdo Cérebro e Coracao acrescido
de 20% de glicerol, até serem remetidas para sorotipificacdo na fundacdo Instituto
Oswaldo Cruz.

Das 70 aves amostradas, a pesquisa de salmonela pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) foi realizada em 69 individuos, sendo amostrados figados e conteido
cecal de 62 aves e 23 suabes cloacais.

O protocolo da PCR foi realizado como descrito por Oliveira et al. (2002) se
utilizando de um par de iniciadores especificos para o gene invA de Salmonella sp.

A comparacdo entre os resultados obtidos no MBP e na PCR foi realizada pelo
teste de McNemar (PAGANO & GAUVREAU, 2004) utilizando-se o programa SPSS
versdo 12.0.2 (SPSS INC., CHICAGO, 2004). O indice kappa foi categorizado como
sem concordancia (k<0,00) a quase perfeito (0,81<k<1,0) (ABRAIRA, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Verificou-se isolamento de Salmonella sp. em 66 (94,2%) aves, sendo positivas
no MBP 60 (85,7%) amostras de figado, 42 (60%) materiais cecais e 11 (42,3%) suabes
cloacais. Das 114 cepas isoladas, uma (0,9%) foi identificada como S. Anatum e 19
(16,6%), como S. enterica enterica rugosa; de 94 (82,4%) cepas paratificas, 53 (46,5%)
pertenciam ao sorovar Newport e 41 (35,9%) ao Typhimurium.

Os resultados da PCR demonstraram positividade em 67 (97,1%) aves, sendo
positivas 59 (95,2%) no figado, 46 (74,2%) no material cecal e 10 (43,5%) nos suabes
cloacais.

Tendo o individuo como referéncia e ndao o local amostrado, verificou-se que 63
(91,3%) individuos apresentaram resultados positivos nas duas técnicas (Tabela 1).
Entretanto, determinou-se que ndo houve concordancia (k= "0,04) entre os resultados
das duas técnicas. Este resultado deve-se ao fato da PCR ter identificado Salmonella sp.
em 4 (6%) amostras em que ndo houve isolamento do agente pelo MBP, além da PCR
ter sido negativa em duas amostras positivas pela MBP.

Tomando-se a origem da amostra como referéncia, observou-se concordancia na
indicacdo da presenca de salmonelas por ambas as técnicas em 51 (86,4%) figados, 38
(82,6%) contetdos cecais e oito (80%) suabes cloacais (Tabela 2).

Verificou-se diferenca significativa (p= 0,008) entre os resultados obtidos a
partir de amostras cecais e um indice de acordo substancial (k= 0,71) entre os dois
métodos. Ja nos resultados dos suabes cloacais, determinou-se o indice de acordo quase
perfeito (k=0,81) entre os dois métodos.

Observou-se maior numero de amostras positivas para Salmonella sp. pela PCR
qguando comparada com o MBP, semelhante ao descrito no diagnéstico de Salmonella
sp. em suinos (FEDER et al., 2001; CASTAGNA et al., 2005) e aves (OLIVEIRA et al.,
2003; FLORES et al., 2003; EYIGOR et al., 2005). Além disso, o protocolo de PCR
diminui o tempo necessario para a deteccdo de Salmonella e pode ser facilmente
implementado em laboratérios de diagndstico (OLIVEIRA et al., 2002).

Assim, devido a sua eficiéncia, custo e tempo significativamente menores do que
0 MBP enfatiza-se a importancia da utilizacdo da PCR no diagndstico de Salmonella sp.

€m emas.

CONCLUSOES
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Os resultados obtidos demonstram que a reacdo em cadeia da polimerase foi
capaz de detectar Salmonella sp. em maior niUmero de amostras provenientes de emas

(Rhea americana) quando comparada ao metodo bacteriolégico padréo.
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Tabela 1 — Comparacdo de resultados do Método Bacteriolégico Padrdo (MBP) com o0s
da reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) para detec¢cdo de Salmonella sp. em emas

(Rhea americana), tomando o individuo como referéncia.

MBP
PCR Positivo Negativo Total
Positivo 63 4 67
Negativo 2 0 2

Total 65 4 69
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Tabela 2 — Percentual de amostras de emas (Rhea americana) positivas para

Salmonella sp. segundo 0 método utilizado (MBP e PCR) e o tipo de amostra.

Amostras MBP PCR

Figado 85,7% (60/70) 95,2% (59/62)
Conteudo cecal 60% (42/70) 74,2% (46/62)
Suabe cloacal 42,3% (11/26) 43,5% (10/23)

Individuo 94,2% (65/70) 97,1% (67/69)
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Perfil de Resisténcia a Antimicrobianos de amostras de Salmonella Typhimurium
isoladas de emas (Rhea americana) em abatedouro, no Brasil
Resistance Patterns of Salmonella Typhimurium Strains Isolated from Greater Rhea

(Rhea americana) at Slaughterhouse in Brazil

Rosecler Alves Pereira’ Fernanda Assaife de Mello? Claudio Wageck Canal® Veronica
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RESUMO

No presente estudo avaliaram-se a resisténcia a antimicrobianos de 64 amostras
de Salmonella Typhimurium isoladas de emas (Rhea americana) ao abate. O perfil de
resisténcia foi determinado pelo método de difusdo em agar, usando 14 antimicrobianos.
Observou-se resisténcia contra sulfonamida (73,44%), &cido nalidixico (1,56%) e
cefaclor (1,56%). Determinou-se indice MAR 0,0538.
Palavras-chave: Salmonella Typhimurium; resisténcia a antimicrobianos, emas, Rhea

americana, abatedouro.

ABSTRACT

In this study the antibiotic resistance of 64 Salmonella Typhimurium strains
isolated from Greater Rhea (Rhea americana) at slaughter. Strains were tested for their
resistance against 14 antibiotics through the agar diffusion method. S. Typhimurium
strains showed resistance to sulfonamide (73.44%), nalidixic acid (1.56%) e cefaclor
(71.5%). The multiple antibiotic resistance index was 0.0538
Key words: Salmonella Typhimurium; antibiotic-resistant, Greater Rhea, Rhea

Americana, slaughterhouse.

INTRODUCAO

A Salmonella sp. tem sido um dos principais agentes relacionados a surtos de
toxinfecgdo alimentar em humanos (NADVORNY et. al., 2000). Os alimentos de
origem animal sdo apontados como os veiculos mais importantes para a salmonelose
humana de origem alimentar (JACKSON et al., 1991). Segundo Mores e Zanella
(2006), a salmonelose é a segunda etiologia mais importante nas infecgdes alimentares
em humanos e S. Typhimurium tem sido um dos principais sorovares isolados (HOFER
e REIS, 1994; WALL et al., 1994; DAVIES et al., 1996; SAO PAULO, 2005).
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O desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana tem aumentado
vertiginosamente, tornado-se um problema mundial (MUSGROVE et al., 2006),
especialmente em microrganismos como Salmonella sp., considerando seu potencial
risco a saude publica.

Os produtos de origem animal como fonte de contaminagdo por Salmonella sp.
em humanos tem resultado na preocupacdo em avaliar e controlar a presenca desta
bactéria em rebanhos de todo o mundo (BLAHA, 2001). O uso de antimicrobianos na
producdo animal intensiva tem sido acompanhado pela emergéncia de linhagens
resistentes em diversos microrganismos, especialmente na suinocultura (FEDORKA-
CRAY et al., 1999) e avicultura (HERNANDEZ et al., 2002). Salientando assim, a
importancia de estudos em relacdo a resisténcia a antimicrobianos na pecudria brasileira
tradicional e alternativa.

Vérios trabalhos sobre resisténcia de Salmonella sp. em amostras isoladas em
humanos e animais de producédo tem sido realizado (CASTAGNA et al., 2001; WEIS, et
al., 2002; SCHMIDT & CARDOSO, 2003; LAZARO et al., 2004; ADASKA et al.,
2006; ARLET et al., 2006; BOROWSKY et al., 2006). No entanto, o estudo em relagédo
a pesquisa de Salmonella e perfil de resisténcia em criacdes de animais silvestres
comerciais ndo € comum. Amostras de Escherichia coli e Staphylococcus aureus
isoladas de avestruzes (Struthio camelus), com sintomatologia respiratoria,
apresentaram sensibilidade a amoxaciclina+acido clavulanico (SAHINDURAN, 2004),
porém a determinacdo do perfil de resisténcia de bactérias isoladas em ratitas e,
principalmente, de emas néo é frequente.

O objetivo do presente estudo foi determinar o perfil de resisténcia a
antimicrobianos de amostras de Salmonella Typhimurium isoladas em emas (Rhea
americana) ao abate. Apesar da ampla revisdo bibliografica sobre o assunto, no que

consta, este é o primeiro trabalho realizado em relacéo a esta espécie.

MATERIAL E METODOS

Foram isoladas 64 amostras de Salmonella Typhimurium em figado e ceco de
emas (Rhea americana) coletadas ao abate no Rio Grande do Sul. O isolamento de
Salmonella sp. foi feito como descrito por Michael (2003). As coldnias confirmadas
como Salmonella sp. foram mantidas congeladas (-20°C) em caldo Infusédo Cérebro e
Coragdo acrescido de 20% de glicerol, até serem remetidas para sorotipagem no

Instituto Oswaldo Cruz. Estas amostras foram testadas quanto a resisténcia a
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antimicrobianos. Para tanto, foi utilizado o método de difusdo em agar (BARRY &
THORNSBERRY, 1985), sendo testados discos (Cecon) impregnados com 0s seguintes
antimicrobianos: acido nalidixico (na; 30 pg), amicacina (a; 30 pg), amoxacilina/acido
clavulanico (ac; 20/10 ug), ampicilina (ap; 10 ug), cefaclor (cf; 30 pg), ciprofloxacina
(cp; 5 pg), cloranfenicol (c; 30 ug), estreptomicina (e; 10 pg), gentamicina (g; 10 ug),
neomicina (n; 30 pg), sulfonamida (su; 300 pg), sulfa/trimetoprima (s; 5 MQ);
tetraciclina (t; 30 pg) e tobramicina (tb; 10 pg).

Para o célculo do indice de multiresisténcia (MAR) utilizou-se a férmula
a/(bxc), onde a é o escore de resisténcia agregada de todas as amostras de Salmonella
sp. pertencentes ao grupo; b € o numero de antimicrobianos testados no estudo e ¢ € 0
namero de amostras de Salmonella sp. no grupo testado (KRUMPERMAN, 1983;
KASPAR & BURGES, 1990).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Varios estudos tém apontado fontes animais como principais reservatérios da S.
Typhimurium ao homem (BEAUDIN et al., 2002). Neste sentido, o desenvolvimento de
resisténcia bacteriana tem sido uma preocupacdo crescente (WITTE, 2000).
Observaram-se resisténcia a sulfonamida (73,44%), acido nalidixico (1,56%) e cefaclor
(1,56%). Todas as amostras foram sensiveis a amicacina, amoxacilina/acido
clavulanico, ampicilina, ciprofloxacina, cloranfenicol, estreptomicina, gentamicina,
neomicina, sulfa/trimetoprima, tetraciclina e tobramicina. Resisténcia ao &cido
nalidixico (63,4%) foi observada em amostras de S. Typhimuirum isoladas em casca de
ovos (MUSGROVE et al., 2006). Estudos recentes indicam que o perfil de resisténcia
de salmonelas aos antimicrobianos é sorotipo-dependente (MUSGROVE et al., 2006);
entretanto, observa-se perfil de resisténcia (7,7% ao &cido nalidixico; 2,2% a cefalotina;
75,8% a sulfonamidas, entre outros) semelhante em amostras de S. Enteritidis de origem
humana e aviaria (OLIVEIRA et al., 2005).

O numero de marcadores de resisténcia concomitantes apresentado pelas
amostras foi de no méaximo dois (2 amostras), sendo a maioria das amostras (70,3%)
resistentes a um antimicrobiano e 17 (26,56%) amostras sensiveis a todos o0s
antimicrobianos testados. Em amostras isoladas de humanos, percentual maior (47,5%)
dos isolados foi sensivel a todos os antimicrobianos testados (BEAUDIN et al., 2002),
indicando que os fatores determinantes de resisténcia, nestas amostras, ndo estavam

presentes.
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O sorovar Typhimurium tem apresentado maior indice de multirresisténcia entre
as salmonelas (HERNADEZ et al., 2002; MUSGROVE et al., 2006). Entretanto, no
presente estudo este fato ndo foi observado, sugerindo que a pressdo seletiva dos
antimicrobianos exercida sobre as bactérias (HERNADEZ et al., 2002), neste sistema
ndo esta presente.

Trés fatores tém sido apontados como responsaveis pela emergéncia de
resisténcia em microrganismos: a associacao de genes de resisténcia com elementos
transponiveis (transposons); o contato estreito entre bactérias no ambiente; e a pressao
de selecéo exercida pelo uso de antimicrobianos (SCHWARZ & CHASLUS-DANCLA,
2001; BEAUDIN et al., 2002; COLDHAM et al., 2006). O uso de antimicrobianos na
producdo animal tem sido apontado como possivel causa de emergéncia de organismos
multirresistentes (MATHEW et al., 1999), tendo em vista que a proibicdo do uso
profilatico de tetraciclina na racdo de suinos, resultou na reducdo de resisténcia aos
antimicrobianos em amostras de Salmonella isoladas de humanos e suinos (D’AOUST
et al., 1991). Entretanto, nos sistemas de producdo de origem das aves amostradas, o
uso de antimicrobianos na racao ndo é freqlente, sendo sua indicacgdo restrita a casos de
doenca clinica (PEREIRA et al., 2007). Na cadeia produtiva avicola, a pressdo de
selecdo exercida pelo uso frequente de antimicrobianos ndo foi observada na producéo
de ratitas, especialmente nos sistemas amostrados no presente estudo. Este fato
justificaria a baixa frequéncia de resisténcia aos antimicrobianos observada.

KRUMPERMAN (1983) definiu o indice MAR de 0,2 para classificar as
amostras de E. coli como potenciais reservatorios de determinantes de resisténcia.
Segundo o indice proposto, a média do indice MAR das amostras de Salmonella

Typhimurium encontrada (0,0538) estaria fora da faixa de risco.

CONCLUSOES
Amostras de Salmonella Typhimurium isoladas de emas apresentam baixo perfil

de resisténcia a antimicrobianos.
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9 DISCUSSAO GERAL

A rheacultura esta em constante expansdo e surge como uma nova alternativa
para a pecuaria. No entanto, publicacBes na area sdo escassas comparando-se com
especies domésticas, tanto em nivel de manejo e reproducdo quanto sobre o status
sanitario dos rebanhos existentes.

Este trabalho buscou determinar a ocorréncia de Salmonella sp. na rheacultura
através de exames bacteriolégicos, reacdo em cadeia pela polimerase e exames
sorologicos. Em um primeiro momento realizou-se exames bacterioldgicos onde, de um
total de 70 aves 65 (94,2%) foram positivas para Salmonella sp., destas, 60 (85,7%)

amostras de figado, 42 (60%) contetdo cecal e 11 (42,3%) suabe cloacal.

Os resultados da PCR demonstraram positividade em 67 (97,1%) aves, sendo
positivas 59 (95,2%) no figado, 46 (74,2%) no contetdo cecal e 10 (43,5%) nos suabes
cloacais. Os resultados obtidos demonstram que a reacdo em cadeia da polimerase
detectou Salmonella sp. em maior nimero de amostras provenientes de emas, quando
comparada ao método bacterioldgico padrdo, semelhante aos encontrados em outras
espécies (FEDER et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2003; FLORES et al., 2003;
CASTAGNA et al., 2005; EYIGOR et al., 2005).

Tendo em vista a elevada freqiiéncia de animais portadores de salmonelas em
todos os lotes amostrados, buscou-se determinar as possiveis fontes de contaminacéo as
aves. Para tanto, enviou-se um questionario epidemiolégico (ANEXO 1) aos 18
criadores filiados a Cooperativa a fim de determinar o perfil das propriedades. Apenas
oito produtores retornaram o questionario preenchido, sendo que destes apenas dois

tiveram aves abatidas neste experimento, prejudicando a analise destes resultados

Mesmo assim, através de relados de criadores responsaveis pela cooperativa,
podemos ter uma idéia do perfil epidemioldgico destas propriedades. Segundo 0s
proprietarios as granjas possuiam outros tipos de criacbes como: bovinos, galinhas
caipiras, perus, ovinos, suinos, caprinos e eqiinos. Estas criacdes podem servir como
fonte de infeccdo de Salmonella para as emas, pois relatos de isolamento deste
microrganismo nestas espécies sdo comuns (JONES, 2000; BERCHIERI JR., 2000;
GAST, 2003).

Ainda, com base nas informacdes dos produtores, outra possivel fonte de
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infeccdo poderia ser o caminhdo de transporte, uma vez que nestes haviam sido
previamente transportadas outras espécies de animais, tais como equinos e bovinos.

A infeccdo poderia, ainda, ter ocorrido no frigorifico. Este, normalmente abate
suinos e a infeccdo nas baias de espera ja foi comprovada (ROSTAGNO et al., 2003).
As aves foram alocadas em baias de espera sendo, inclusive, colocados lotes de origem
distinta em uma baia conjunta. O tempo de permanéncia nas baias de espera variou de
12 a 24 horas e ndo se obteve informacdes quanto ao manejo de limpeza e desinfeccédo
destes locais.

Considerando que através da caracterizacdo do sistema produtivo ndo foi
possivel estabelecer a fonte de infeccdo das aves, realizou-se exame soroldgico para
verificar a presenca de anticorpos para Salmonella nos soros das aves coletadas. Todas
as 70 aves j& haviam sido testadas sorologicamente com antigeno comercial corado para
Salmonella Pullorum, ndo sendo verificada sororeatividade. Este antigeno identifica
aves infectadas pelos sorovares Pullorum, Galinarum e Enteretidis, devido ao
compartilhamento do antigeno somatico do Grupo D (BUCHALA, et al. 2006). No
entanto, o antigeno comercial ndo identifica aves infectadas com Salmonella
Typhimurium e outras salmonelas paratificas.

Através da utilizacdo de soros de suinos pré-testados por ELISA indireto (KICH
et al. 2003) padronizou-se um método de Soroaglutinacdo Rapida (SAR) utilizando-se
uma cepa de S. Typhimurium isolada de uma ave desse experimento (SAR-ST).
Determinou-se que a SAR-ST possui altas sensibilidade e especificidade (96,7%),
indicando que este € um teste eficaz para a deteccdo de anticorpos contra este patdgeno
em soro.

Considerando-se estes resultados, realizou-se a SAR-ST no soro das 66 aves e
verificou-se que 56,1% (37/66) das aves testadas foram positivas, tendo sido
anteriormente isolada Salmonella em 35 destes individuos. Além disso, a maioria das
aves com isolamento bacteriano (73%) apresentou resultado sorolégico negativo
indicando que a infeccdo por salmonela nas aves ocorreu em periodo inferior ao
Necessario para que OCOrresse a Soroconversao.

Segundo a literatura, 0 periodo necessario para a Soroconversdo, em aves e
animais, varia de 10 dias a duas semanas ap0s a infeccdo, dependendo da populacédo
bacteriana presente (VAN DER WOLF et al., 2001a; VAN DER WOLEF et al., 2001b;
VAN DER GAAG et al., 2004; PRAKASH et al., 2005). Assim, a partir destes dados é

improvavel que a contaminagdo tenha ocorrido nas propriedades. No entanto, novos
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trabalhos deverdo ser realizados para a comprovacéo desta hipotese.

A presenca de individuos com isolamento de salmonela no figado e néo
reatividade soroldgica pode ser devido ao fato de que ha casos em que ocorre apenas a
contamina¢do, mas ndo a infeccdo do individuo, ndo ocorrendo & absorcdo do
microrganismo, mas sim sua excrecdo pelas fezes, sendo chamadas salmonelas de
transito (GAST, 2003). Outra possibilidade é de que estes resultados sejam decorrentes
do mecanismo de eliminacdo de salmonelas, uma vez que a excrecao de salmonelas em
aves infectadas ocorre de modo intermitente (BARROW & LOWELL, 1991). Além
disso, a presenca de Salmonella sp. em visceras pode ser decorrente do sequestro da
bactéria por células do sistema reticulo-endotelial e ndo a septicemia BARROW et al.,
1987).

As 114 linhagens de salmonelas isoladas foram identificadas como S. enterica
enterica rugosa (16,6%), S. Typhimurium (35,9%), S. Newport (46,5%) e S. Anatum
(0,9%). Estes sorovares sdo importantes para a saude publica e associados a casos de
salmonelose em animais e seres humanos.

N&do foram detectados os sorovares Gallinarum, Pullorum e Enteritidis no
presente estudo, tanto em exames soroldégicos quanto no isolamento bacteriano.
Resultados semelhantes foram encontrados em emas e outras ratitas (LEY et. al., 2000;
FLORES et al., 2003). Entretanto, o sorovar Enteritidis ja foi isolado em avestruzes
(HOSZOWSKI & WASYL, 2002). Hofer et al. (1997) demonstraram que 0s sorovares
Gallinarum e Pullorum ainda possuem grande importancia na avicultura brasileira, uma
vez que a circulacdo destes sorovares nunca deixou de existir nos trinta anos de
observacdo (1962 a 1991) demonstrando, com isso, uma situacdo endémica, tendo
surtos epidémicos frequentes. Gast (2003) apontou a América Latina como uma das
areas no mundo em que os surtos de pulorose e tifo aviario aumentaram, drasticamente.

Embora os sorovares Gallinarum e Pullorum ndo tenham sido isolados de
avestruzes (VERWOERD, 2000) ou em outras espécies de ratitas (TULLY & SHANE,
1993), j& foram isolados em aves silvestres (WILSON & MACDONALD, 1967), sendo
que a ocorréncia nestas espécies estd associada a doenca em criagcdes comerciais de aves
domeésticas (OKOH & ONAZI, 1980; TULLY & SHANE, 1993). Tendo em vista que
as granjas amostradas ndo possuiam criacdo comercial de aves domésticas, a nado
deteccdo de aves portadoras destes sorovares seria esperada, uma vez que, a infecgcdo
experimental de emus, com 3 a 6 meses de idade, levou a soroconversdo (TULLY &
SHANE, 1993). No entanto, BUCHALA et al. (2006) verificaram 16,5%
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soroaglutinacdo com antigeno SP comercial em 16,5% de galinhas de criacao de “fundo
de quintal” proximo a matrizeiros, em Sdo Paulo. Demonstrando, assim, uma possivel
fonte de infeccdo destes patdgenos a outras criacoes.

Sessenta e quatro amostras isoladas neste trabalho e confirmadas como S.
Typhimurium foram testadas quanto a resisténcia a antimicrobianos. Observaram-se
resisténcia a sulfonamida (73,44%), acido nalidixico (1,56%) e cefaclor (1,56%). Todas
as amostras foram sensiveis a amicacina, amoxacilina/acido clavulanico, ampicilina,
ciprofloxacina, cloranfenicol, estreptomicina, gentamicina, neomicina,
sulfa/trimetoprima, tetraciclina e tobramicina.

O sorovar Typhimurium tem apresentado maior indice de multirresisténcia entre
as salmonelas (HERNADEZ et al., 2002; MUSGROVE et al., 2006). Entretanto, este
fato néo foi observado, sugerindo que a pressdo seletiva dos antimicrobianos exercida
sobre as bactérias (HERNADEZ et al., 2002), neste sistema ndo estad presente. Além
disso, a terapia preventiva com antimicrobianos ndo € uma pratica comum na
Rheacultura, o que poderia indicar que as Salmonellas Typhimurium isoladas neste
experimento ndo tenham origem nos suinos. No entanto, ndo é possivel confirmar esta
hip6tese apenas com os dados apresentados.

Através dos dados de deteccdo de Salmonella e soroconversao néo foi possivel
identificar o local e/ou fonte de infeccdo. Os locais possiveis de ocorréncia de infeccao
sdo: a propriedade, o caminhdo de transporte e as baias de espera do frigorifico. Novos
trabalhos devem ser feitos em relacdo a identificacdo destas possiveis fontes de
infeccdo, para entender a importancia da salmonela na cadeia produtiva de emas e desta
espécie na cadeia epidemioldgica das salmonelas.

Para minimizar os riscos de contaminagdo das carcacas, o ideal ¢ a realizacédo de
abate em frigorifico proprio de emas. No entanto, com base na quantidade da producéo
atual isto se torna inviavel economicamente.

A deteccdo de Salmonella sp. pelos métodos bacterioldgicos e soroldgicos em
amostras de emas deve ser considerada como importante, pois as aves testadas nédo
apresentavam nenhuma manifestacdo clinica de salmonelose e podem ser importantes
na toxinfecgcbes alimentares por salmonelas, uma vez que estas aves destinam-se ao
consumo humano

Em relagdo as emas, conste a ampla revisdo literaria este trabalho é pioneiro e
procura determinar a importancia em relacdo a monitoria de doencas na pecuaria

alternativa.
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QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO ENVIADO AOS CRIADORES DE EMAS
COOPERATIVADOS

Nome Criadouro:

Proprietario: Cidade:

Data Inicio Criacao: N. Aves: ( ) até 6 meses
( ) 6 meses a 2 anos
( ) acima de 2 anos

Possui incubatorio proprio? (1 )Sim () Néao

Se ndo onde incuba 0s ovos ?

Qual o tipo de alimentacdo das aves?

Onde é feita a racdo e quais os ingredientes?

J& houve mortalidade no lote? ( ) Sim Se sim quantas aves?

() Néo

Foram realizados exames laboratoriais? ( )Sim ( ) Nao

Se sim quais e os resultados?

Quais 0s medicamentos utilizados?

Jahove abate? () Sim ( ) Nao | Se sim quantas aves?

Qual o frigorifico?

Como foi feito o trasnporte das aves até o
frigorifico?

Este caminh&o transportava outras espécies
animais?

Ha outras criacGes na propriedade? Quais?

Duvidas e sugestoes:
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Deteccédo de Salmonella sp. em emas (Rhea americana) através de suabes cloacais

Salmonella sp. detection from Greater Rhea (Rhea americana) trough cloacal swabs

Rosecler Alves Pereira*® Claudio Wageck Canal®, Veronica Schmidt’

RESUMO

A ema (Rhea americana) é uma ratita nativa da América do Sul que esta sendo
criada comercialmente em fazendas no sul do Brasil pela sua carne e penas. Devido ao
potencial que as aves tém de transmitir sorovares de Salmonella sp capazes de causar
toxinfeccdo alimentar, torna-se fundamental conhecer o estado sanitario das emas em
relacdo a este patdgeno. Com este objetivo, procurou-se verificar a viabilidade da
utilizacdo do suabe cloacal para o isolamento de Salmonella sp. em emas. Visceras e
suabes cloacais foram coletadas de 26 aves abatidas em um frigorifico no Rio Grande
do Sul. Utilizando-se o isolamento em figado e/ou ceco como método diagndstico
padrdo, determinou-se alta especificidade (80%) e valor preditivo positivo (90,91%);
porém, verificou-se baixa sensibilidade (47,62%) e valor preditivo negativo (26,7%).
Das 11 cepas isoladas a partir de suabes, duas (18,2%) foram identificadas como S.
enterica enterica rugosa, trés (27,3%) como S. Newport e seis (54,5%) como S.
Typhimurium. Através desse estudo, verificou-se que a utilizagdo de suabe cloacal para
deteccdo de Salmonella sp. em emas deve ser criteriosa, uma vez que 0 numero de

falsos negativos € elevado.

! Programa de P6s-graduagdo em Ciéncias Veterinarias, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Av.
Bento Gongalves, 9090. CEP 91.509-900 Porto Alegre/RS. E.mail: rose@rose.vet.br
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Palavras-chaves: Rhea americana, suabe cloacal, Salmonella sp., diagnostico, ratita.

ABSTRACT

The Greater Rhea (Rhea americana) is a wild southern South American native bird that
is bred in captivity for its feathers and meat. In aiming to verify the cloacal swab
viability for Salmonella sp. detection by microbiological standard methods in Greater
Rhea samples, visceral and cloacal swabs were collected from 26 birds in a
slaughterhouse in Rio Grande do Sul. Of this number, seven (63.6%) were positive for
salmonellas both in liver and caecum swabs, two (18.1%) in liver, and in one (9%) in
caecum swabs. Using the liver and/or caecum isolation as standard test, the results show
high specificity (80%) and positive predictive value (90.91%) for the experimental
approach adopted; nevertheless, low sensibility (47.62%) and negative predictive value
(26.7%) were also observed. Of the 11 strains isolated in the experiment, two (18.2%)
were identified as S. enterica enterica rugosa, three (27.3%) as S. Newport, and six
(54.5%) as S. Typhimurium. These data show that the use of cloacal swabs to detect
Salmonella sp. in Greater Rhea is possible, because of isolation in other viscera. Yet,
such experimental approach is to be taken with care, in the light of the high risk of false
negative results.

Key-words: Rhea americana, cloacal swab, Salmonella sp., diagnose, ratite

INTRODUCAO

A reconducdo de animais cativos a natureza pode trazer riscos para 0s estoques
selvagens remanescentes, pois existe a possibilidade de ruptura nas interacdes
ecologicas e sociais ja existentes na area de soltura, de impactos na estrutura génica das
populacdes selvagens e, principalmente, de transmissao de patdgenos para os individuos

selvagens, entre outros [24].
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O suabe cloacal tem sido utilizado para a realizacdo de monitoria bacterioldgica
em aves silvestres encaminhadas para soltura e aves em cativeiro, dentre outras. Varios
microorganismos patogénicos tém sido isolados de suabe cloacal em aves silvestres e
domeésticas, dentre eles Salmonella sp. [18; 12]. Por essa razdo, a Unido Internacional
para Conservacdo da Natureza estabeleceu critérios que devem nortear iniciativas de
solturas de animais na natureza [10]. Assim, para que sejam liberados novamente na
natureza os animais silvestres devem ter sido testados microbiologicamente para nédo
servirem como possiveis fontes de infeccéo a espécies silvestres e domésticas.

Além disso, o Programa Nacional de Sanidade Avicola indica a realizacdo de
suabe cloacal para a monitoria de Salmonella sp. em aves domésticas, silvestres e
ornamentais [4], incluindo as ratitas. A ema (Rhea americana) é uma ratita nativa da
América do Sul, sendo criada em fazendas no sul do Brasil pela sua carne e penas.
Desta forma, o controle de Salmonella sp. é um imperativo para evitar perdas na
producéo e a transmisséo de toxinfecgdes alimentares aos consumidores de sua carne.

Este trabalho teve como objetivo verificar a viabilidade da utilizacdo do suabe
cloacal em emas (Rhea americana) para a coleta de amostras para deteccdo de

Salmonella sp. por meio de isolamento bacteriolégico.

MATERIAIS E METODOS

Foram coletados suabes cloacais de 26 emas (Rhea americana) ao abate,
escolhidas aleatoriamente dentro de cinco lotes provenientes de diferentes criatorios
localizados no Rio Grande do Sul. Destes mesmos animais também foram coletadas
amostras de ceco e figado. As amostras foram processadas para isolamento de

Salmonella sp. [14] e as coldnias morfoldgica e bioquimicamente compativeis com este
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género foram encaminhadas para sorotipificacdo na Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz),
no Rio de Janeiro.

A determinacdo da sensibilidade, especificidade e valores preditivos do suabe
como método diagndéstico na identificacdo de emas portadoras e/ou infectadas por
salmonelas foram calculados, utilizando-se o isolamento bacteriano em visceras (figado
e ceco) como método padrdo [21]. Para a construcdo da curva ROC (Receiver Operator
Characteristics) e a determinacdo de diferenga estatistica entre o isolamento de
salmonelas em visceras e suabes, analisada pelo teste de MacNemar, utilizou-se o0
software SPSS for Windows, versdo 12.0.2 (SPSS Inc., Chicago, 2004). A escala de

valores do indice kappa foi utilizada de acordo com ABRAIRA (2000) [1].

RESULTADOS

Verificou-se isolamento de Salmonella em 19 (73,1%) figados, 13 (50%)
contetdos cecais e 11 (42,3%) suabes cloacais. Considerando-se as aves que
apresentaram positividade no isolamento para Salmonella em suabes cloacais, sete
(63,6%) foram concomitantemente positivas no figado e no ceco; duas (18,1%), apenas
no figado e uma (9%), no ceco. Em uma ave (3,85%) isolou-se salmonela apenas do
suabe cloacal e em 11 aves (42,30%) apenas das visceras de um total de 26 amostradas
(Tabela l).

Utilizando-se o isolamento em figado e/ou ceco como método padréo,
determinou-se alta especificidade (80%) e valor preditivo positivo (90,91%); porém,
verificou-se baixa sensibilidade (47,62%) e valor preditivo negativo (26,7%).

Comparando-se 0 nimero de aves com resultados concordantes (isolamento ou
ndo isolamento) em visceras e suabes cloacais, verificou-se que ndo houve diferenca

significativa (p=0,1815) entre estes. Entretanto, ao compararmos o0s resultados



131

discordantes, ou seja, a ndo concomitancia entre os isolamentos em visceras e suabe,
determinou-se diferenca significativa (p=0,0094). Isto por que, em um numero
expressivo de aves (11/26) observou-se isolamento de salmonelas em visceras, mas ndo
no suabe (Tabela I). Desta forma, o grau de associacdo entre os dois métodos
diagndsticos foi de 3,43 (OR = 0,5267 a 22,4328) e a concordancia entre estes foi baixa
(k=0,231).

Ao compararmos os resultados em figado e suabe cloacal, observaram-se 10
aves com isolamento de salmonela no figado, mas ndo no suabe (p=0,039). Por outro
lado, observaram-se 5 aves com isolamento positivo do conteddo cecal e negativo do
suabe cloacal (p=0,727).

Em um total de 11 cepas isoladas a partir de amostras de suabe cloacal, duas
(18,2%) foram identificadas como S. enterica enterica rugosa, trés (27,3%) pertenciam
ao sorovar Newport e seis (54,5%) ao sorovar Typhimurium [17].

Determinou-se uma area sob a curva ROC de 61,10% (Figura I). A area sob a
curva ROC mede a probabilidade de concordancia entre duas medidas [6], onde uma
area de 50% reflete auséncia de forca (poder discriminatério) na relagdo e uma area de

100% reflete concordancia perfeita [21].

DISCUSSAO

Na medicina veterinaria, a coleta de amostras através de suabes retais tem sido
utilizada para a deteccéo de salmonelas em animais vivos, como roedores [9], gatos [24]
e tartarugas [19]; suabes de ambiente, na avaliagdo qualitativa de infeccdo por
salmonelas em suinos [5], aves [15; 11; 25] e bovinos leiteiros [16]; suabes em

alimentos, para determinacéo de salmonelas em carcacas de perus [13] e suinos [3].
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Alguns autores afirmam que a utilizacdo de fezes frescas propicia a detecgédo de
uma maior nimero de amostras positivas para Salmonella sp. do que o suabe cloacal
[8]. Em ovinos, foi verificado maior percentual de isolamento de salmonelas em fezes
do que em suabes, sendo determinada baixa concordancia (k=0,4) entre os resultados
obtidos [20]. Em espécies silvestres de centros de captura, o suabe cloacal pode
representar a unica ferramenta para realizar a monitoria de individuos, uma vez que a
coleta de fezes no ambiente néo se aplica para este fim.

No presente estudo, verificou-se que o suabe cloacal pode ser utilizado como
ferramenta na deteccdo de emas infectadas com Salmonella sp., uma vez que 90,9% das
amostras com isolamento bacteriano no suabe cloacal também o eram no figado e ceco.

A presenca de elevado nimero de individuos com isolamento de salmonela em
visceras e auséncia desta nas amostras de suabe poderia ser explicada pelo mecanismo
de excrecdo desta bactéria que ocorre de modo intermitente [7]. Por outro lado, a
presenca de Salmonella sp. em visceras poderia ser decorrente do sequestro da bactéria
por células do sistema reticulo-endotelial e ndo a infeccéo [2].

Os resultados do presente trabalho demonstraram que a utilizacdo da
amostragem por suabe cloacal para a determinacdo de aves infectadas por salmonela é
pouco sensivel e o risco de falsos negativos é grande, ja que aves clinicamente sadias
podem ser portadoras desta bactéria nas visceras. Além disso, em aves com infeccéo
subclinica, pode haver a excre¢do da bactéria de forma intermitente ou em pequeno
namero [7]. Por esta razdo, torna-se essencial determinar a conveniéncia do uso de
suabes cloacais de espécies domésticas e silvestres para caracterizacdo da epidemiologia
das salmonelas nestas populacGes e determinacdo de possiveis reservatdrios e fontes de

infeccdo desta zoonose.
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CONCLUSAO
O suabe cloacal pode ser utilizado com ferramenta na detecgédo de Salmonella
sp. em emas (Rhea americana). No entanto, essa utilizagdo deve ser criteriosa uma vez

que o risco de falsos negativos é elevado.
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Tabela I: Tabela de contingéncia comparando os resultados do isolamento de salmonela

em emas a partir de visceras com o isolamento a partir de suabes de cloaca.

Visceras Total
Suabes Positivo Negativo
Positivo 10 1 11
Negativo 11 4 15

Total 21 5 26
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Figura I: Curva ROC para a utilizacdo de suabe cloacal como método diagndstico de

salmonelas em emas (Rhea americana).
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Deteccao de Salmonella Anatum em ema (Rhea americana)

Detection of Salmonella Anatum in the Greater Rhea (Rhea americana)

IlO

Rosecler Alves Pereira® °; Claudio Wageck Canal*, Verdnica Schmidt™

- NOTA -

RESUMO

Para pesquisa de Salmonella spp foram coletadas amostras de figado e contetdo
cecal de 70 emas (Rhea americana) abatidas no Rio Grande do Sul - Brasil. Uma coldnia
morfologica e bioquimicamente compativel com Salmonella spp., isolada de uma amostra de
figado, foi sorotipada como Salmonella Anatum. Considerando-se o alto potencial zoonotico
deste microrganismo, destaca-se a relevancia do controle microbioldgico efetivo em
frigorificos que abatem espécies silvestres, assim como no produto final.

Palavras-chaves: Salmonella Anatum, Rhea americana, diagnostico, ratita.

ABSTRACT

In aiming to investigate the Salmonella spp. presence in one slaughterhouse in Rio
Grande do Sul - Brazil, liver and cecum samples from 70 Greater Rhea (Rhea Americana)
were collected. One Salmonella-like colonie was serologically typed and identified as

Salmonella Anatum. Considering the high zoonotical potential of this microorganism, an
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effective microbiological control of wild animal slaughterhouses and the final product is
needed.

Key-words: Salmonella Anatum, Rhea Americana, diagnosis, ratite.

Salmonella spp. é um dos mais importantes patégenos veiculados por alimentos por
estar amplamente distribuida na natureza, por possuir um grande nimero de reservatorios,
como as aves silvestres e também por apresentar sorotipos inespecificos quanto ao
hospedeiro e cepas multiresistentes aos antimicrobianos (BERSOT, 2006). Certos sorotipos
sdo especificos de algumas espécies animais, embora possam acarretar tanto a salmonelose
animal quanto a humana (ANDREATTI FILHO et al.,, 2001). Informagdes sobre a
ocorréncia e distribuicdo dos sorotipos de salmonelas na populacdo de animais silvestres e
domesticos sdo essenciais para relacionar os possiveis reservatorios que possam ser
responsaveis pela transmissdo desse agente (GAST, 2003). Vérios sorotipos de salmonelas
paratificas sdo responsaveis por infeccdes em aves silvestres. No entanto, Salmonella
Typhimurium € o sorotipo mais isolado em passaros exéticos e silvestres (CUBAS, 1993;
CARPENTER & GENTZ, 1997).

Tanto aves clinicamente sadias quanto infectadas que sobreviveram a um surto,
podem ser portadoras de salmonelas. Deste modo, aves destinadas a programas de soltura ou
reintroducdo no ambiente natural, assim como aves de produgdo como as ratitas, devem ser
avaliadas quanto a presenca deste microrganismo (CUBAS, 1993).

A ema (Rhea americana) pertence ao grupo de aves conhecido como ratitas
(HUCHZERMEYER, 2000) e € identificada como uma ave silvestre, sendo sua criacdo
controlada pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis -
IBAMA. Sua caga é proibida e a espécie esta classificada como animal de baixo risco de

extincdo na lista vermelha do Comité Internacional de Trafico de Espécies Ameacas de
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Extingdo (CITES, 2006). O comércio de carne de emas sO € permitido de animais oriundos
de criadouros comerciais regularizados, junto ao IBAMA, e abatidos em frigorificos com
servigo de inspecédo (BRASIL, 2003).

Como a criacdo e comercializacdo de carne de emas estd em uma fase inicial, pouco
se conhece sobre as doencas que afetam esta espécie em criagdes intensivas. Desta forma, o
presente trabalho faz parte de um esforgo para determinar a ocorréncia de enfermidades nesta
espécie, com objetivo de detectar a presenca de Salmonella spp..

Para isto, foram coletadas amostras de figado e contetdo cecal de 70 emas, oriundas
de produtores cooperados, abatidas em um frigorifico no Rio Grande do Sul. Aliquotas de 10
g de cada uma das amostras foram pré-enriquecidas em agua peptonada tamponada (90 mL),
por 18 horas a 35°C; sendo transferido 1 mL do in6culo para 9 mL de meio caldo tetrationato
Muller Kaufmann e 0,1 mL do in6culo para 9,9 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis,
cultivados a 42 °C por 24 horas. Apds o enriquecimento, as amostras foram subculturadas em
agar XL T4 e agar verde brilhante lactose-sacarose, segundo Michael et al. (2003).

Em 66 individuos (94,2%) isolaram-se 114 colénias morfoldgica e bioquimicamente
compativeis com Salmonella spp., as quais foram encaminhadas para sorotipificacdo no
Laboratorio de Enterobactérias da Fundacdo Oswaldo Cruz, Instituto Oswaldo Cruz -
Fiocruz/RJ. Destas, identificaram-se 19 (16,6%) como S. enterica subspécie enterica
rugosa, 41 (35,9%) como S. Typhimurium, 53 (46,5%) como S. Newport e uma amostra
(0,9%) como S. Anatum; sendo esta ultima proveniente de um figado que se apresentou,
macroscopicamente, ligeiramente esverdeado.

A Salmonella Anatum tem aumentado a sua importancia significativamente nos
ultimos anos devido a surtos ocorridos em lactentes na Europa (WEGENER et al., 1997;
THRELFALL et al., 1998). Este sorotipo ja foi isolado de casos de salmonelose em humanos

(CHIEH SUNG et al., 1949; BUTLER et al., 1968; ARGRAWAL, et al., 1970;
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PANHOTRA et al., 1979; WEGENER et al., 1997; THRELFALL et al., 1998; PEZZINO et
al., 1998; GUITIERREZ-COGNO et al., 2000; KRAUSE et al., 2001), apresentando ampla
distribuicdo geografica.

No Instituto de Veterinaria de Onderstepoort na Africa do Sul foram isoladas varios
sorotipos de Salmonella de amostras provenientes de avestruzes, estando entre elas a S.
Anatum (HUCHEZERMEYER (2000). A Salmonella Anatum é comumente isolada de
eqliinos, bovinos, cédes, gatos e aves domésticas (JONES, 2000). No Brasil, este
microrganismo ja foi isolado de carcagas de eqliideos (HOFFER et al., 2000), carcacas e
agua em abatedouros de frangos (CORTEZ et al., 2006) e em matéria-prima de ra¢fes para
animais (HOFER & SILVA, 1998; SAENZ et al., 2001). Este sorotipo foi isolado, ainda, de
carcacas de suinos em Portugal (VIEIRA-PINTO, 2006) e de suinos e ovinos na Nova
Zelandia (DAVIS & RUSSEL, 1960). Casos de infeccdo humana ja foram registrados no
México (GUITIERREZ-COGNO et al., 2000), na China (CHIEH SUNG et al., 1949) e na
Dinamarca, em lactentes (WEGENER et al., 1997).

A deteccdo de S. Anatum alerta para o risco a saude publica devido ao seu alto
potencial zoondtico demonstrando a relevancia de um controle efetivo em frigorificos que
abatem espécies de criacdes alternativas, bem como do controle microbioldgico no produto

final.
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