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RESUMO

Causada por S. Pullorum, a pulorose pode acometer aves em qualquer
idade, porém é nas jovens que a doenca apresenta alta mortalidade. Sinais clinicos
em pintos incluem anorexia, diarréia branca bacilar, desidratacéo, fraqueza e morte,
diminuiu a producdo de ovos e a eclodibilidade. As galinhas sdo os hospedeiros
naturais do S. Gallinarum agente do tifo aviario podendo acometer aves de qualquer
idade caracteriza-se por causar septicemia e toxemia. As aves ficam quietas,
prostradas, deitam-se, ndo comem, apresentam diarréia amarelo-esverdeada a
esverdeada, observa-se queda de postura e em poucos dias podem chegar ao 6bito.
A morbidade e a mortalidade podem ser altas. O agente mais comum do paratifo é o
S. Typhimurium. As aves jovens sao mais susceptiveis. Essas salmonelas ndo sao
especificas de galinhas, porém adaptam-se muito bem ao trato intestinal de galinha
e perus, podendo persistir no trato entérico e serem eliminadas nas fezes por vérias
semanas podendo invadir a corrente circulatéria e disseminar para varios 6rgaos
como ovario, baco, figado e coracdo. Pesquisou-se a ocorréncia de Salmonella spp.
em carcacas de frangos condenados por septicemia em municipios da regido do
Reconcavo do Estado da Bahia com o intuito de contribuir com a geragéo de dados
para a cadeia produtiva de carne avicola e os 6rgdos de fiscalizagcdo que monitoram
0 risco para saude publica. Das 224 amostras de carcacas de frango analisadas,
113 (50,44%) cresceram em meio seletivo agar sulfito de bismuto sugestivo para o
isolamento de Salmonella spp. especialmente o sorovar S. Typhimurium. Dos
isolados 27 (42,20%) de 64 amostras de intestino analisadas foi encontrado o
mesmo resultado. Achados similares foram observados em 43 (55%) das 78
amostras de figado analisadas e 43 (52,4%) das 82 amostras de pulm&o. Denota-se
gue a frequéncia de achados é passivel de gerar prejuizos para a industria avicola e

saude publica.

Palavras-chave: Salmonella. Abate. Frango. Carcaca.



ABSTRACT

Caused by S. Pullorum, the pullorum disease can affect birds at any age, but it is the
young people that the disease has a high mortality (BARROW; FREITAS NETO,
2011). Clinical signs in chickens include anorexia, bacillary white diarrhea,
dehydration, weakness and death, decreased egg production and hatchability (OIE,
2012). Chickens are the natural hosts of S. Gallinarum typhus agent aviary can affect
birds of any age is characterized by causing sepsis and toxemia. The birds are quiet,
prostrate, lie down, do not eat, present yellow-green greenish diarrhea, there is egg
drop and in a few days can get to death. Morbidity and mortality can be high
(Berchieri JR; FREITAS NETO, 2013). The most common agent in paratyphoid is the
S. Typhimurium. Young birds are more susceptible. Those salmonella are not
specific to chickens, but adapt very well to the intestinal tract of chicken and turkey
and may persist in the enteric tract and are shed in the stool for several weeks and
can invade the bloodstream and spread to various organs such as ovaries, spleen,
liver and heart (MACARI; MAIORKA, 2000). Researched the occurrence of
Salmonella spp. in broiler carcasses slaughtered and marketed in municipalities in
the Reconcavo region of Bahia state in order to contribute to the generation of data
for the production chain of poultry meat and supervisory bodies that monitor the risk
to public health. Of the 224 samples of chicken carcasses examined, 113 suggestive
grown in selective medium for the isolation of Salmonella spp. or 50.44 %% of the
samples. Of the 27 isolates (42.20%) 64-intestinal samples analyzed were found the
same result. Similar findings were reported in 43 (55%) of the 78 liver samples
analyzed, 43 (52.4%) of the 82 lung samples. Denotes that the frequency of findings

is likely to lead to losses for the poultry industry and public health.

Keywords: Salmonella. Slaughter. Chicken. Carcass.



LISTA DE ILUSTRACAO

Figura 1 — Amostras condenadas de figado............cccccevrinneen. 29

Figura 3 — Preparo das amostras. Lavagem com solucao

IS o] (oo [ [o> W 30
Figura 4 — Semeadura em Caldo Nutriente.............cccccccceeeiennnn. 30

Figura 5 — Crescimento de colbnias sugestivas para Salmonella

(5] 0 TSP 31
Figura 6 — Prova bioquimica. Citrato e esculina......................... 32
Figura 7 - Prova bioquimica. Fenilalanina.............cccccccoeuvinnneeen. 33
Figura 8 - Prova bioquimica. TSl.........cccccoviiiiiiiiiiniiiiiieee e 33
Figura 9 - Prova bioquimica. Motilidade.............cccceeeeiieeeeennnnnnn.. 33

Figura 10 - Prova bioguimica. BHI e Caldo verde
BIINANTE. ... e 33

Figura 11 — Col6nias sugestivas para E. Coli...............cccvvvvnnnnnn. 34



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Resultados obtidos no experimento, comparando as
porcentagens de positivos em relacdo a quantidade de amostras

ANANISAUAS. ... e e 34



SUMARIO

1 INTRODUGAD. ..ottt 10
2 REVISAO DE LITERATURA. ......coeeieieeee e 12
2.1 Agente EiOlOQICO. .......ccceeveiiiiiiiiciie e 12

2.2 Caracteristicas morfologicas, cultivo e crescimento.......... 13

2.3 Variagdo da espécie e variagdo antigénica........................ 14
2.4 Formas de transmissdao e fontes de infeccéo..................... 15
2.5 Patogenia e resposta iImMUNe..............coouvvveevveiiiiiiiieeeeeeeee 16
2.6 SINAIS ClINICOS......ueiiiiiiiiiiiee e 18
2.7 Caracteristicas anatomopatol0gicas............ccuveereeriivvennnn. 19
2.8 Normas e regulamentos para linha de abate..................... 19
S B = To | 1 1S 1 [ o F RSP 22
S OBIETIVOS ... e 28
3.1 ODbjJetivo geral........ccooiiiiiiiiiiee e 28
3.2 Objetivo €SPECIfiCO.....uuuiiiiiiiciiceiciieeee e, 28
4. MATERIAL E METODO......c.ccooiiiieeeeeeeeeeee e, 28
4.1 Area de estudo e descricdo da amostra............................ 28
4.2 Técnica de isolamento e identificag@o...............cccvvvvvvnnnee 29
4.3 ldentificag8o bioqUIMICA..........cooeviiiiiiiiiiiiiieececece e 31
S RESULTADOS.... . 34
6 DISCUSSAOD.......cuiiiiiiiiieieieieisistets ettt 35

7 CONCLUSAO.......coimiieiieieieieieie s 37

B REFERENCIAS. ....ooo oottt 38



11

1 Introducéo

Cerca de 150 mercados sédo importadores da carne de frango brasileira
atualmente. Aproximadamente quatro milhdes de toneladas ou um terco da
producdo nacional sdo exportadas. O investimento em tecnologia, no melhoramento
genético, manejo e sanidade, contribuiram para determinar a terceira posi¢cdo do
pais em producdo mundial de carne de frango, chegando perto de doze milhfes de
toneladas por ano. O Estado da Bahia participa desse cenario com a fatia de 0,74%

do abate de carne frango e 1,71% de producgé&o de ovos (ABPA, 2015).

Tessari et al. (2008), preconiza que a salmonelose € dentre outras, a mais
importante toxiinfeccdo alimentar na industria alimenticia, pela frequéncia na
ocorréncia de casos. Salmonella spp. é um dos principais patégenos que podem
contaminar a carne de frango, devido as aves serem 0s principais reservatorios
naturais dessa bactéria sendo responséaveis por uma variedade de doencgas agudas
e cronicas nessa espécie (SILVA; GIBBS, 2012).

A infeccéo por via oral nas aves ocorre em funcédo da presenca da bactéria no
ambiente. A fase sistémica da infeccdo tem inicio quando os leucdcitos sao atraidos
para o sitio da infeccdo apos a bactéria chegarem ao intestino e invadir as células
epiteliais. Assim distribuem-se para diversos 6rgdos como o baco e o figado onde
poderemos isolar a bactéria. O ceco demonstra-se como principal local de
colonizacdo da Salmonella spp. em aves. Outra via importante para a infeccédo € a
transmissdo vertical, em que as galinhas positivas transmitem o0 microrganismo

através do oviduto a sua progénie (MUNIZ, 2012).

Segundo dados do Ministério da Saude, entre 2007 e 2014 foram registrados
450 surtos de doencas transmitida por alimentos (DTA) causadas pela Salmonella
spp. durante esse periodo, um total de 13.165 pessoas adoeceram. Os surtos sao
relacionados principalmente ao consumo de alimentos contendo ovos crus
(maionese) e carne de frango. Em 2013, houve um surto de infec¢do por salmonela
gue atingiu 18 estados dos EUA, onde pelo menos 278 pessoas adoeceram por ter
ingerido frango contaminado (VASCONCELLOQOS, 2014).
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De acordo com os cuidados na higiene no processo de abate e nos cuidados
na manipulacao das carcacas e do correto manejo na criacdo que se tem ocorréncia
em maior ou menor grau devido a problemas com contaminacéo por Salmonella spp.
(MANI-LOPEZ et al., 2012).

A Secretaria de Defesa Agropecuéria por meio da Portaria n° 193, de 19 de
setembro de 1994, institui o Programa Nacional de Sanidade Avicola, constitui-se
em normas e diretrizes que contribuem para regulamentar a producdo avicola e
salvaguardar o plantel nacional que incluem a Instrucdo Normativa N° 78, de 3 de
Novembro de 2003, que aprova as Normas Técnicas para Controle e Certificacdo de
Nucleos e Estabelecimentos Avicolas como livres de Salmonella Gallinarum e de
Salmonella Pullorum e Livres ou Controlados para Salmonella Enteritidis e para
Salmonella Typhimurium (BRASIL, 2009).

Os Ministérios da Saude e da Agricultura através da portaria n° 1428/93,
instituiu programas como o BPP (Boas Préticas de Producédo) e a APPCC (Andlise
dos Perigos e Pontos Criticos de Controle) para inspecéo do processo de producao
da industria de alimentos (CARDOSO; TESSARI, 2008).

As normas, as diretrizes, os padroes e as recomendacgdes internacionais
relacionados a qualidade e inocuidade dos alimentos podem ser encontrados no
Codex Alimentarius querecomenda a auséncia de qualquer sorovar
de Salmonella spp. em 25 gramas da amostra analisada, incluindo carne de aves e
ovos (BRASIL, 2012).

Tendo em vista a importancia dos prejuizos econ6micos causados na
industria de carne de frango e derivados, em consequéncia da mortalidade, da
gueda na producgéo de ovos, baixa conversao alimentar e perda de peso nas aves,
bem como pela veiculacdo de Salmonella spp. aos humanos e seu impacto na
saude publica, torna-se necessario estudar a disseminacao deste patdégeno durante
0 processo de producdo nos diferentes pontos da cadeia produtiva que servira de
base para introducdo de politicas de controle da qualidade e gerenciamento de
riscos permitindo adotar medidas de prevencdo e reducdo dos prejuizos

relacionados a Salmonella spp.
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2 Revisao de Literatura

2.1 Agente etiolégico

Daniel Elmer Salmon, bacteriologista e Theobald Smith, em 1885 isolaram e
descreveram, pela primeira vez, o bacilo da peste suina em 1885, entretanto foi
Gaffky que relatou os primeiros surtos de salmonelose humana em 1880 (GOMES,
2009).

Salmonella spp. € o0 género de maior relevancia na familia
Enterobacteriaceae e na atualidade este € dividido em duas espécies Salmonella
enterica e Salmonella bongori. Salmonella enterica é subdividida em seis
subespécies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica (MOREIRA,
2012). Tendo sido descritos ao todo 2.587 sorovares. Os sorovares isolados com
maior frequéncia em doenca humana pertencem a Salmonela enterica subespécie

enterica, com 1547 sorovares conhecidos (GUIBOURDENCHE et al., 2010).

De acordo com a especificidade do hospedeiro e do padrdo clinico
determinado as Salmonellas spp. serdo divididas em trés categorias: salmonelas
altamente adaptadas ao homem incluindo S. sorovar Typhi e S. sorovar Paratyphi A,
B e C, agentes da febre entérica (febres tiféide e paratifdide) e; salmonelas
altamente adaptadas aos animais representadas por S. sorovar Dublin (bovinos), S.
sorovar Choleraesuis, S. sorovar Typhisuis (suinos), S. sorovar Pullorum e S.
sorovar Gallinarum (aves), responsaveis pelo tifo e paratifo em animais,
REVOLLEDO (2008).

As salmonelas zoonoéticas, que sdo as responsaveis por quadros de
gastrenterite (enterocolite) e pelas doengas transmitidas por alimentos formam a
terceira categoria e incluem a maioria dos sorovares que atinge tanto aos homens
guanto aos animais. Estudos recentes estimam que existam 80,3 milhdes de casos
anuais de doencas de origem alimentar relacionada com Salmonella ssp. em todo o
mundo (MAJOWICZ et al., 2010).
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2.2 Caracteristicas morfolégicas e de cultivo

A maioria possue flagelos peritriquios, mas podem n&o ser moveis
(LOUREIRO et al., 2010). Abrangem uma faixa de temperatura de 5°C a 46°C,
entretanto, a temperatura 6tima é de 35°C a 43°C. Crescem em pH entre 3,8 a 9,5,
sendo 7 o pH ideal (GERMANO, 2008).

Sao bastonetes Gram negativos, geralmente moveis, capazes de formar acido
e, na maioria das vezes, gas a partir da glicose, com excec¢do de S. Typhi, S.
Pullorum e S. Gallinarum (£ 5% produzem gas). Também fermentam arabinose,
maltose, manitol, manose, ramnose, sorbitol, trealose, xilose e dulcitol. S&o oxidase
negativa, catalase positiva, indol, VogesProskauer — VP, Vermelho de Metila — VM,
malonato e ureia negativa. Produzem gas sulfidrico a partir da reducdo do enxofre
por acdo da enzima cisteina desulfidrase. Apresentam ainda como caracteristicas
metabdlicas a capacidade de descarboxilacdo dos amino&cidos lisina e ornitina,
reducdo de nitrato a nitrito e utilizacdo do citrato como Unica fonte de carbono,
podendo ocorrer variacbes em funcédo do sorovar e/ou da subespécie. S. Pullorum
nao fermenta o dulcitol e S. Gallinarum n&o descarboxila ornitina, sendo ambas
imoveis. S. Typhi, S. Pullorum e S. Gallinarum ndo produzem gas a partir da
fermentacao da glicose (BRASIL, 2011).

A destruicdo do agente através do calor depende de varios fatores, mas esta
principalmente relacionado ao substrato e ao sorotipo envolvido. Ndo héa
multiplicagdo em temperatura de refrigeracdo (abaixo de 7°C) para a maioria dos
sorotipos, sendo prontamente destruidas a temperaturas acima de 55°C. As
salmonelas sdo destruidas por pasteurizacdo, mas teores elevados de gordura e
baixas atividade de agua (aW) reduzem a eficacia dos tratamentos térmicos
(GOMES, 2015).

Salmonelas sdo capazes de resistirem por nove meses sob solo umido, na
agua e em insumos para alimentacdo animal. Essas enterobactérias sdo sensiveis a
luz solar e aos desinfetantes mais utilizados nas induastrias tais como fendis,
clorados e iodados. S&o capazes de permanecerem viaveis por 13 meses a -21°C
no ambiente. Sdo destruidas a 60°C em cinco minutos (OLIVEIRA, 2000).
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2.3 Variacao da espécie e variagao antigénica

A identificacdo do género é definida de acordo com suas caracteristicas
bioquimicas, soroldgicas e antigénicas. Sendo a divisdo de seus sorovares baseada
na composi¢cdo de seus antigenos de superficie, que sdo os antigenos somaticos
“O”, flagelares “H” e capsulares “Vi’, estes encontrados somente nos sorovares
Salmonella enterica sorovar Dublin, Salmonella enterica sorovar Typhi e Salmonella

enterica sorovar Paratyphi C.

Os antigenos O designados por algarismos arabicos (1, 2, 4 etc.)
caracterizam o0s sorogrupos de Salmonela spp., enquanto os antigenos H sédo
designados por letras minusculas do nosso alfabeto (fase 1) e por algarismos
arabicos (fase 2). Como o numero de antigenos flagelares € superior aos numeros
de letras do alfabeto, a letra z é utilizada com varios expoentes numeérico (z4 ,z6 , z
13,215,223,224,228,232,235,245,z 47 ,z50 etc.). O antigeno Vi é de
natureza polissacaridica esta presente em apenas trés sorovares de Salmonella (S.
sor. Typhi, S. sor. Paratyphi C e S. sor. Dublin), Ferreira; Campos (2008). Sua
taxonomia é definida conforme proposto pelo esquema Kauffmann-White (SILVA et
al., 2007).

Rabsch (2002), alerta para o fato que além da identificacdo faz-se
necessario aprimorar a diferenciacdo dentro do sorotipo correspondente; para tanto
sdo utilizadas diversas técnicas de subtipagem, podendo-se destacar dentre elas a
fagotipagem, utilizada principalmente para cepas que causam. De acordo com sua
adaptacdo ao hospedeiro, o género pode ser classificado como salmonelas
adaptadas ao homem, adaptadas aos animais e zoongticas, estas podendo causar

doencga tanto em homens quanto em animais (RODRIGUES, 2011).
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2.4 Formas de transmisséao e fontes de Infec¢cao

Salmonela spp. entra numa granja atraves das aves infectadas, dos fémites
contaminados (equipamentos, roupas, veiculos, agua, alimentos), do homem, das
aves silvestres, e de outros integrantes da cadeia epidemioldgica. A severidade e o
curso da doenca variam de acordo com os fatores ambientais, do grau de exposicéo
e da presenca de infec¢cdes secundarias. As aves se infectam via oral. A racao e
sua matéria prima, principalmente as de origem animal como farinha de carne, de
sangue, geralmente apresentam, altas taxas de contaminagdo por Salmonela spp.
(BACK, 2010).

Sao patdgenos das espécies de mamiferos domésticos e de répteis,
podendo, infecta-los cronicamente, fazendo-os portadores assintomaticos,
eliminando a bactéria nas fezes. Sdo portadores do agente roedores, moscas,
baratas, besouros que agem como vetores da bactéria contaminando lotes
sucessivos de aves (BERNDT et al., 2006).

Os sorovares de maior ocorréncia em carcacas de aves no Brasil séo: S.
Enteritidis, S. Typhimurium, S. Derby, S. Heidelberg, S. Senftenberg, S. Agona e S.
Mbandaka. A S. Enteritidis e S. Typhimurium e sdo de grande importamcia para a
saude publica (BACK, 2010). Das salmonelas paratificas, a S. Enteritidis além de ter
o potencial de causar doenca e mortalidade em aves jovens, ainda € uma das mais
perigosas para o homem (BACK; ISHIZUKA, 2010). O consumo de carne e ovos
contaminados por S. Enteritidis € a principal fonte de infeccdo humana (THOMAS et
al., 2009).

Através do aparelho reprodutor contaminado (ovario, oviduto) podera haver
transmissdo vertical. Na cloaca também poderd ocorrer a contaminagcdo do ovo
através da casca. Dando o inicio ao ciclo vertical que se estabelece pela
contaminacdo progressiva da cadeia produtiva até o produto final no frigorifico. O
ciclo horizontal se estabelece nas empresas avicolas através do consumo de ragdes
positivas pelas aves. Normalmente a fabrica de racdes se contamina pelo uso de
alguma matéria-prima, geralmente de origem animal, contaminada por salmonela
(HERMANN, 2012).
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2.5 Patogenia e resposta Imune

As complicagbes decorrentes da infecgcdo por Salmonella ssp. variam desde
coOlicas gastrointestinais brandas até uma grave infeccdo sistémica em funcdo do
sorovar envolvido e da expressao dos fatores de viruléncias, bem como do estado
de saude do hospedeiro. Todavia faz-se necessario que esta se encontre em
ambiente adequado para que possa se estabelecer, replicar e expressar seus
fatores de viruléncia (OCHOA; RODRIGUEZ, 2005). Neste caso, sua sobrevivéncia
e replicacao se dara em fun¢éo da ativacao dos fatores de viruléncia apos a invasao
dos fagécitos e da passagem pela barreira mucosa epitelial. Tendo sua
disseminacado facilitada pela migracdo fagocitaria para os 6rgdos do sistema
reticuloendotelial como o figado e o baco (OHL; MILLER, 2001).

Salmonella spp. possui a capacidade de modular a expressdo dos seus
genes de viruléncia de acordo com o0os mecanismos de defesa do hospedeiro e
resistir ao pH estomacal, ao aumento de temperatura, a baixa tensédo de oxigénio, a
alta osmolaridade, a acdo da bile, o peristaltismo, as lisozimas, as lactoferrinas, a
microbiota local. (OCHOA; RODRIGUEZ, 2005; BESSA, 2006).

Durante a fase inicial da patogénese as fimbrias desempenham um papel
importante na ligagdo e colonizagdo intestinal em camundongos, pois elas se
aderem melhor a mucosa quando comparado as cepas sem fimbrias (GOMES,
2008).

Salmonella spp. sinais as células epiteliais induzindo alteracdo do
citoesqueleto promovendo uma conformacédo pregueada (ruffling), resultando na
internalizacdo da bactéria no interior de uma vesicula endocitica, mecanismo
conhecido como trigger. A internalizacdo € desencadeada por um grupo de genes
nomeados inv preservados em Salmonella spp. presentes na maioria dos sorovares
(DARWIN; MILLER, 1999; GOOSNEY et al., 1999).

As células epiteliais estimuladas pela presenca do patdégeno produzem
interleucina-8 e um quimioatrator epitelial que estimulam o processo de inflamacéo e
migracdo dos leucdcitos. Estes produzem prostaglandinas induzindo aumento na

atividade da adenilato ciclase nas células intestinais, inibindo absorcdo do Na+,
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aumentando secrecdo do cloro ( CI), promovendo diarreia que pode ser agravada
pela produgéo de enterotoxinas (DARWIN; MILLER, 1999).

As citotoxinas produzidas pelas Salmonella spp. destroem as células M e
promovem a invasdo de enterdcitos adjacentes, induz apoptose de macréfagos
ativados e fagocitose em macrofagos ndo ativados, sendo transportados para o
figado e o baco, dando inicio a infec¢éo sistémica (MONACK et al., 2000).

De acordo com Terzolo (2011), as aves infectadas assumem a condicdo de
portadoras, pois o patégeno pode permanecer no interior dos macréfagos e das
células do sistema mononuclear fagocitario sendo eliminado pelas fezes por periodo

indeterminado, podendo permanecer viaveis por muito tempo.

Segundo Morgules (2005), o sistema imune das aves pode ser dividido em:
orgaos linfoides centrais composto por bursa de Fabricius e timo, e pelos 6rgaos
linfoides periféricos como o bago, medula éssea e glandula de Harder, pelos tecidos
linfoides associados ao sistema digestério (GALT) e por tecidos linfoides associados

ao sistema respiratorio (BALT).

Como descrito por Montassier (2009), a bursa € um diverticulo da regido
dorsal média do proctodeum (parte distal da cloaca). E uma estrutura exclusiva das
aves, constituida internamente de pregas de diferentes tamanhos, o [imen interno é
delimitado por um epitélio cubico e possui foliculos linfoides, que sdo a principal
estrutura onde ocorrem fases importantes do desenvolvimento dos linfocitos B. O
timo é um o6rgao linfo-epitelial responsavel pelo desenvolvimento e amadurecimento
dos linfécitos T. Durante a fase embrionaria e ap6s a ecloséo, os linfécitos B e T
migram dos orgéaos linfoides centrais para as regides linfoides periféricas. Ainda de
acordo o mesmo autor o baco pode ser dividido em duas areas de constituicdo
distintas: a polpa vermelha composta de sinuséides contendo sangue e tecido
linfoide difuso; e pela polpa branca composta de tecido linfoide denso que formam o
tecido linfoide periarterial onde ha predominancia das células T. Localizada atras do

globo ocular a Glandula de Harder é constituida de tecido linfoide.

De acordo com Jin et al. (1998) a bursa de fabrcius, as placas de peyer, as
tonsilas cecais compdem o sistema (GALT) que sao os tecidos associados ao

sistema digestivo, e estes possuem a capacidade de estimular as células B e T
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promovendo o desenvolvimento da imunidade geral e especifica através da captura
de antigenos presentes na luz intestinal. Estas células s&o precursoras de IgA que

bloqueiam os receptores e diminuem a quantidade de bactérias na luz intestinal).

Abbas e Litchman (2005) descrevem que nas aves ha dois tipos de resposta
imune a saber: a resposta imune inata, representada pelos macrofagos e heterofilos;
e resposta imune adquirida, que se subdivide em imunidade passiva (transferéncia
de anticorpos de uma ave imunizada para outra, por exemplo, da matriz para o
pintinho) e imunidade ativa (exposi¢do da ave aos antigenos). A bursa de Fabricius
é responsavel pelo controle da imunidade humoral secretando anticorpos pelos

linf6citos B.

2.6 Sinais clinicos

Salmonella spp. é oportunista e aguarda uma situacao de desequilibrio na
microbiota intestinal para se manifestar podendo levar a alteracfes intestinais e
septicémica, porém geralmente colonizam sem aparecimento de sinais clinicos, sem
nenhum efeito maléfico (ANDREATTI-FILHO, 2007). Possuem predilecao pelo trato
intestinal, mas podem causar doenca sistémica, acompanhadas por lesGes entéricas
(PORTERJR, 1998).

O alerta para o surto € dado quando as aves comecam a apresentar
sonoléncia, anorexia severa e aumento do consumo de &gua, diarréia aquosa
profusa com emplastamento das penas ao redor da cloaca e tendéncia das aves em
amontoarem-se junto a fonte de calor. Como sinais clinicos importantes temos a

cegueira e conjuntivite (BACK, 2010).

Nas aves, a Salmonella spp. podera desenvolver trés patologias diferentes a
saber: a pulorose, cujo agente € a Salmonella enterica subespécie enterica sorotipo
Pullorum; o tifo aviario tem como agente a Salmonella enterica sorovar Gallinarum; e
o paratifo aviario que € causada por qualquer outra Salmonella spp. exceto as
mencionadas. No paratifo causado por Salmonella Enteritidis e Salmonella
Thyphimurium pode ocorrer diarréia profusa que, por sua vez promove

empastamento da cloaca. As lesdes macroscépicas nao sdo patognomonicas, pode
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ocorrer focos necréticos na mucosa intestinal, enterite, tiflite com espessamento da
mucosa cecal, com contetido caseoso de coloragéo branca (BERCHIERI JUNIOR;
FREITAS NETO, 2009).

2.7 Caracteristicas anatomopatolégicas

Por ndo serem patognoménicas as lesfes podem até sugerir, mas nunca
caracterizar a doenca. Nas aves jovens as cepas mais agressivas desenvolvem
bacteremia aguda levando a ave a morte rapidamente sem manifestacdo de
alteracdes macroscopicas. Em quadro subagudo podem ser observados focos
necroticos na mucosa intestinal e enterite. Tiflite caracterizada por espessamento da
mucosa cecal com conteudo caseoso de coloracdo branco-amarelada quando da
infeccdo por S. enteritidis ou typhimurium. Espleno e hepatomegalia, acompanhadas
por petéquias ou sufusoes e focos necroticos principalmente no figado, seguindo-se
perihepatite e pericardite com aderéncia podem ser observados. Gema nao
absorvida, coagulada e caseosa pode ser encontrada em pintos mortos, além de
onfalite, artrite e aerosaculite. A degeneracdo ovariana, constatada através do
achado de foliculos ovarianos hemorragicos e/ou murchos, é lesdo passivel de ser
encontrada em aves adultas, assim como pericardite, perihepatite, aerosaculite e
peritonite (ANDREATTI-FILHO, 2007).

2.8 Normas e regulamentos para linha de abate

Para alcancar a posicdo de lideranga no mercado avicola mundial, o
processamento e a inspecéo industrial sofreram evolugdes no intuito de adequar os
produtos as exigéncias do mercado (JACOBSEN; FLORES, 2008). Isto incluiu um
rigido controle sanitario desde o momento em que as aves chegam a plataforma de
recepcao, até a obtencdo do produto final, a fim de minimizar o risco de incidéncia
de doencas transmitidas por alimentos e de garantir a qualidade aos produtos
(SCHIMDT; FIGUEIREDO, 2008).



21

Considerando a importancia da producédo avicola, no contexto nacional e
internacional, e observando o processo de globalizagdo, o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento implementou o Programa Nacional de Sanidade Avicola
(BRASIL, 1994). O objetivo do PNSA €é normatizar as a¢des de acompanhamento
sanitario das aves e estabelecer a cooperacdo entre as instituicbes publicas e
privadas. Os programas sanitarios do PNSA estdo de acordo com normas sanitarias
da Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE), englobando os programas para a

Doenca de Newcastle, Salmonelas e Micoplasmas.

Na legislacéo referente ao PNSA, destaca-se a Instru¢do Normativa n° 70,
de 10 de outubro de 2003, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
institui o Programa de Reducdo de Patdégenos — Monitoramento Microbiolégico e
Controle Sanitario de Salmonella spp. em Carcacas de Frangos e Perus (BRASIL,
2003a). A IN n° 78, de 03 de novembro de 2003, aprova as normas técnicas para o
controle e certificacdo de nucleos e estabelecimentos avicolas como livres de
Salmonella Pullorum e livres ou controlados para Salmonella Enteritidis e para
Salmonella Typhimurium (BRASIL, 2003b).

O controle nas industrias e estabelecimentos beneficiadores é feito por meio
da implementacdo das Boas Praticas de Fabricacdo e do sistema de Andlise de
Perigos e Pontos Criticos de Controle — APPCC (FORSYTHE, 2002). Este passou a
ser exigido, no Brasil, pela Portaria 1.428, de 02 de dezembro de 1993, do Ministério
da Saude (BRASIL, 1993), aplicando-se, também, a todos os estabelecimentos que
desenvolvam atividades relacionadas a alimentacdo. A legislacdo preconiza que
produtores de géneros alimenticios devem salvaguardar amostras de alimentos por
72 horas e estas devem estar a disposi¢cdo das autoridades sanitarias para as
eventuais analises laboratoriais necessarias, como na ocorréncia de surtos (DDTHA,
2005). A habilidade técnica para o monitoramento e detec¢do de Salmonella spp. e
outros patdgenos deve ser continuamente aperfeicoada uma vez que a tolerancia
legal a presenca Salmonela spp. € zero. Esse € um desafio aos paises exportadores
(JR, et al., 2004).

A inspecdo sanitaria € compulsoria em todos os estabelecimentos e
legalizada desde a década de 1950 no Brasil (BRASIL, 1952). O exame post mortem

é realizado individualmente ao longo da calha de evisceracdo, através do exame



22

macroscopico das carcagas e visceras. A Portaria N° 210, de 10 de novembro de
1998, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), define os
destinos e critérios de julgamento das aves, sendo passiveis de condenacdo as
carcacas na inspecdo post mortem com: abscessos, aerossaculite, processos
inflamatoérios, tumores, aspecto repugnante, caquexia, contaminacdo, contusao,
fraturas, dermatoses, escaldagem excessiva, magreza, evisceracdo retardada,

septicemia, sindrome ascitica e doencas especiais (BRASIL, 1998; GOMIDE, 2006).

Existem trés linhas de inspecdo nos matadouros avicolas. Na primeira, a
linha A, é feita a inspecéo interna da carcaga, através da visualizacéo da cavidade
toracica e abdominal (celomética) e dos 6rgdos a elas pertencentes. Nesta linha, as
carcacas com problemas sanitarios passiveis de condenacdo sdo retiradas e
encaminhadas ao DIF (Departamento de Inspecado Final), para que sejam feitos os
cortes e as condenacdes totais ou parciais; as visceras sao retiradas e condenadas.
As carcacas que nado apresentam problemas para serem encaminhadas ao DIF
continuam seguindo pela nérea e passam pela linha B, onde é feita a inspecéo das
visceras (figado e coracédo) através de visualizacdo, palpacéo, percepcao de odores
e cortes. As visceras que apresentam problema sdo condenadas e colocadas em
chutes, que as encaminham até a fabrica de subprodutos. A dltima linha de
inspecao, linha C, € onde sdo avaliadas as superficies externas das carcacgas, como
pele e articulagBes, sendo retiradas fraturas, contusdes e demais lesfes ainda
existentes (BRASIL, 1998).

Segundo Olivo (2006), apenas a colibacilose pode ser detectada na
inspecao post mortem com facilidade. Geralmente, as lesdes constatadas nos
orgdos motivam um novo detalhamento do exame da carcaca, devendo-se seguir o
emprego de exames laboratoriais complementares, como o exame bacteriolégico,
para identificacdo do agente etiologico (GOMIDE, 2006). Andreatti Filho (2007)
ressalta que esses dados sdo importantes para proporcionar informacdes

epidemiologicas para definicdo de fontes comuns de infecgéo.

Armendaris (2006) afirma que a quantificacdo correta dos achados de
inspecéo post mortem pode gerar mais beneficios que a propria retirada do processo
das carcacas e visceras com alteracbes, por possibilitar a tomada de acgdes

preventivas sobre a matéria prima.
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2.9 Diagnostico

De acordo com a Portaria n°126 de 03/11/1995 da Secretaria de Defesa
Agropecuaria do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) que
aprova as normas de Credenciamento e Monitoramento de Laboratérios para
diagnoéstico de Salmonella spp. determina que o mesmo devera ser realizado por

meio do método bacterioldgico tradicional, com isolamento e identificacdo do agente.

A caracterizacdo sorologica (sorovar/sorotipo), € baseada na reacdo de
aglutinacdo dos antigenos somaticos (O) e flagelares (H) de Salmonella, utilizando-
se anti-soros polivalentes e monovalentes. Soroaglutinacao rapida em placa (SAR) é
um método rapido no diagndstico utilizado de anticorpo anti Salmonella Pullorum
rotineiramente utilizado a campo e comercialmente disponibilizados em forma de kits
(BACK, 2010).

Uma técnica comumente utilizado no diagnéstico de Salmonella spp. é a
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), pois seu tempo de execucao e sua alta
especificidade sdo considerados satisfatorios quando comparado a outras
metodologias. Esta € realizada em trés etapas: desnaturacdo, anelamento e
extensdo. Tais etapas sao realizadas em ciclos, sendo repetidos em média 35
vezes. Cada etapa deste ciclo € executada em uma temperatura ideal (VIANEZ,
2007). A analise do microrganismo € possivel pois utiliza-se um padréo que possui
descendentes de uma cultura pura, que contém apenas uma espécie de organismo

que se origina de uma mesma célula parental (GANDRA et al., 2008).

O diagnéstico presuntivo da pulorose € baseado no historico do lote,
evolucao clinica, sintomas e lesdes. A presenca de anticorpos circulantes reforcam o
diagnéstico presuntivo, mas € importante considerar que na prova de
soroaglutinacao rapida, pode-se observar reacdes cruzadas com outras salmonelas
do grupo D, principalmente S. Gallinarum e S. Enteritidis. Os testes soroldégicos mais
utilizados sé@o aglutinacdo rapida em placa com sangue total ou soro e ELISA. A
soroaglutinacdo rapida em placa é o teste mais utilizado, e podem ser realizados
também os testes de soroaglutinacdo lenta em tubos e microaglutinacdo. O ELISA

(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), detecta portadores de respostas
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sorolégicas ao agente da pulorose e tifo avidrio. Esses testes podem apresentar
respostas falso positivas ou positivos a outras salmonelas, especialmente as do
mesmo grupo da S. Pullorum e S. Gallinarum, além de ser um teste dispendioso. O
diagnostico definitivo é realizado pelo isolamento e identificagdo da S. Pullorum. O
material para analise bacterioldgica pode ser colhido do baco, figado e ceco (BACK,
2010).

O diagnostico do tifo aviario baseia-se nos achados clinicos, exames
laboratoriais e anatomopatologicos. As aves infectadas por periodos superiores ha
duas semanas sao positivas no teste de pulorose. Os resultados podem ser
confundidos com aves infectadas por S. Pullorum ou por outra salmonela que
possua antigenos em comum, com outras pertencentes ao grupo D. O teste ELISA
pode apresentar resultados mais especificos, mas sem diferenciar a resposta entre
aves infectadas por S. Gallinarum e S. Pullorum. O diagnéstico definitivo
compreende o0 isolamento e a identificacdo do agente. O procedimento
bacteriolégico € o mesmo utilizado para S. Pullorum e o comportamento dessas
duas salmonelas é muito semelhante (BERCHIERI JUNIOR; FREITAS NETO, 2012).
Contudo, existem cepas com comportamento bioquimico atipico, o que dificulta a
diferenciacdo por esse método. Estudo molecular recente com os dois sorotipos,
utilizando técnica de tratamento enzimatico com a enzima de restricdo Eco RI
(produzida pela bactéria Escherichia coli), permitiu diferenciar S. Gallinarum e S.
Pullorum, mesmo quando amostras bacterianas apresentavam comportamento
bioquimico atipico. Estas enzimas reconhecem e atuam sobre sequéncias
especificas de DNA (RIBEIRO et al., 2009).

O diagnostico do paratifo aviario é baseado no isolamento e identificacdo do
agente a partir do cultivo de figado, bile, baco, gema, papo, tonsilas cecais e
conteudo intestinal (BACK, 2010). O isolamento de Salmonella spp. também pode
ser feito de material que pode estar veiculando a bactéria, como as farinhas de
origem animal e ragdo. A sorologia identifica aves que tem ou tiveram contato com
salmonela paratifica. Provas de aglutinacdo, microaglutinacdo e ensaios
imunoenzimaticos sdo capazes de detectar anticorpos por varios meses apos a
infeccdo. Caso essas aves sejam positivas, o teste deve ser comprovado com

isolamento e identificagcdo da salmonela. Para diagndstico diferencial é preciso o
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isolamento e identificacdo do agente para diferenciar o paratifo das outras
salmoneloses, pulorose e tifo aviario, além de enfermidades bacterianas
septicémicas (BERCHIERI JUNIOR, 2000).

Meios de Cultura

De acordo com Brasil, (2013), Vieira et al., (2012), Oliveira, (2012) e Lazaro et al.,
(2008);

O caldo bile verde brilhante 2% - € um dos meios mais utilizados para a deteccao
de bactérias coliformes na agua, esgotos, alimentos leite e derivados. Este meio
também é recomendado para enumeracdo de coliformes pela técnica do namero
mais provavel. A digestdo péptica de tecido animal serve como fonte essencial de
nutrientes. A lactose é o carboidrato fermentavel. A fermentacao da lactose produz
acido que muda a cor do corante verde brilhante para amarelo. O gas produzido
durante a fermentacéo fica retido nos tubos invertidos de Durham. A producao de

gas confirma a presenca de coliformes.

Agar Nutriente - Os meios nutrientes sdo meios de cultura basicos usados para
manutencdo de microrganismos e cultivo de microrganismos fastidiosos quando o
meio é enriquecido com soro ou sangue. Sua férmula relativamente simples tem sido
mantida e amplamente usada em exames microbiologicos de uma variedade de
materiais, sendo ainda recomendada em métodos-padrédo. O digesto péptico de
tecido animal e os extratos de carne bovina e de levedura fornecem os compostos
nitrogenados, carbono e vitaminas necessarios, bem como alguns elementos-traco
necessarios para o crescimento das bactérias. O cloreto de sédio mantém o

equilibrio osmotico do meio.

BHI - Agar Infusdo de Cérebro e Coracdo € um meio solido recomendado para o

cultivo de bactérias patogénicas exigentes, leveduras e bolores. Este € um meio



26

altamente nutritivo que pode suportar um crescimento significativo de uma grande
variedade de microorganismos. Pode ser altamente enriquecido pela adicdo de
sangue ou seletivo pela adicdo de diferentes antibidticos. Este € um meio de cultura
de proposito geral usado para o isolamento primario de bactérias aerdbicas de
amostras clinicas. Protease peptona e as infusdes presentes no meio servem como
fontes de carbono, nitrogénio, vitaminas, aminodcidos e fatores essenciais ao
crescimento. A dextrose € a fonte de energia. O cloreto de s6dio mantém o equilibrio
osmotico do meio e o fosfato dissddico promove o tamponamento. O sangue de
ovelha desfibrinado adicionado ao meio basal fornece fatores de crescimento

essenciais para a maioria dos fungos fastidiosos.

Agar sulfito de bismuto - recomendado para o isolamento seletivo e identificacdo
preliminar de Salmonella spp. sorotipo Typhi e outras Salmonella de amostras
patologias, esgotos, aguas de abastecimento, alimentos, etc. Dos diversos meios
utilizados para o isolamento e identificagdo preliminar de Salmonella spp.
especificamente Salmonella Typhimurium, o agar silfuto de bismuto € o mais
produtivo. S. Enteritidis e S. Typhimurium normalmente crescem como colonias
pretas com um brilho metélico ao redor, resultante da producdo de sulfeto de
hidrogénio e da reducao do sulfito para sulfeto férrico preto. Salmonella Paratyphi A
cresce como coldnias verdes claras. A digestao péptica de tecido animal e o extrato
de carne servem como fontes de carbono, nitrogénio, vitaminas e fatores essenciais
para o crescimento. A dextrose é a fonte de carbono. O fosfato dissddico mantém o
equilibrio osmético. O indicador sulfito de bismuto, juntamente com o verde brilhante,
inibe as enterobactérias gram-positivas e negativas. O sulfato ferroso ajuda na

deteccdo da producao de sulfeto de higrogénio.

Provas Bioquimicas

Citrato de Simmons - Este teste determina se a bactéria € capaz de utilizar o citrato
de sodio como unica fonte de carbono para o seu metabolismo e crescimento. Deve

ser utilizado o meio Citrato de Simmons, composto por citrato de sodio, fosfato de
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amonia e por azul de bromotimol. Com a facilidade do transporte de citrato pela
citrato-permease, ela é utilizada pela citrase com producéo de hidréxido de aménia,
0 que eleva o pH fazendo com que a reacgao torne-se azul. Nesse teste, utilizam-se
tubos com meio inclinado para ter mais acesso ao 0xigénio, necessario para a
utilizacdo do citrato. O CO2 produzido reage com o sédio do citrato formando
carbonatos de reacéo alcalina.

Catalase - E uma enzima que decompde o peréxido de hidrogénio (H202) em agua e
oxigénio. A prova é considerada positiva quando ha borbulhamento ou efervescéncia
devido a liberagdo do oxigénio.

Bile Esculina — E baseada na capacidade de algumas bactérias hidrolisarem
esculina em presenca de bilis. A esculina é um derivado glicosidico da cumarina. As
duas moléculas do composto (glicose e 7-hidroxicumarina) estdo unidas por uma
ligacdo éster através do oxigénio. A esculina € incorporada em um meio contendo
4% de sais biliares. As bactérias Bile-Esculina positivas, sdo capazes de crescer em
presenca de sais biliares. A hidrélise da esculina no meio resulta na formacdo de
glicose e esculetina. A esculetina reage com ions férricos (fornecidos pelo composto
inorganico do meio - o citrato férrico), formando um complexo negro. Para
identificacdo dos Enterococcus spp., que sédo Bile-Esculina positiva e identificacao
de bacilos Gram negativos ndo fermentadores e enterobactérias. Positivo quando

apresenta enegrecimento em pelo menos metade ou mais do meio.

Agar Fenilalanina - Verifica a capacidade da bactéria de produzir acido fenilpiravico
a partir da fenilalanina por acdo enzimética. Diferencia géneros e espécies de
enterobactérias. A solucéo de cloreto férrico 10% é utilizada para revelar a atividade
da enzima fenilalanina desaminase no meio de fenilalanina. Quanto a leitura dos
resultados; cor original do meio: amarelo palha. Positivo: formagdo de uma
coloragdo esverdeada na superficie do meio apdés a adicdo do cloreto férrico.

Negativo: 0 meio permanece inalterado.
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7

Meio Triplice Agucar Ferro (TSI) - é usado para a diferenciacdo de bacilos
entéricos patogénicos gram-negativos através de sua capacidade de fermentar
dextrose, lactose e sacarose e pela producdo de sulfureto de hidrogénio.
A caseina enzimatica hidrolisada, o digesto péptico de tecido animal e os extratos de
levedura e carne fornecem compostos nitrogenados, sulfricos, complexo de
vitamina B e outros elementos. O cloreto de s6dio mantém o equilibrio osmotico do
meio. A lactose, a sacarose e a dextrose séo carboidratos fermentativos. Tiosulfato
de sodio e ferro ou ions ferrosos fazem o sistema indicador de H2S. O vermelho de
fenol é indicador de pH. Organismos que fermentam glicose produzem uma
variedade de acidos, mudando a cor do meio de vermelho para amarelo. Portanto, a
formacdo de uma area alcalina na inclinacdo rampa (vermelha) e de uma area acida
(amarela) no fundo do tubo ap6s a incubacédo, indica que o microorganismo é
fermentador de glicose, mas ndo é capaz de fermentar lactose e/ou sacarose.
Bactérias que fermentam lactose e/ou sacarose, na adicdo de glicose, produzem
grandes quantidades de acido, causando a nao reversao do pH naquela regido e
portanto os tubos exibem a coloracdo amarela tanto na inclinagéo (rampa) quanto no
fundo devido ao pH acido. A producédo de gas (CO2) é detectada pela presenca de
bolhas. O H2S combina-se com ions de ferro e sais de ferro para produzir o
precipitado preto insoltvel de sulfeto de ferro. A reducao do tiosulfato ocorre apenas

em ambiente acido e o enegrecimento ocorre normalmente no fundo do tubo.

Motilidade - A prova da motilidade indica, indiretamente, a producdo de flagelos.
Nao é uma prova bioquimica, e sim fisiolégica, mas auxilia na identificacdo de
bactérias. A prova é efetuada inoculando-se, em linha reta, através da técnica da
puntura (com agulha), 2/3 de um meio semissoélido. A prova indica motilidade
guando os microrganismos crescem deslocando-se da linha de inoculacéo, turvando
0 meio. A prova é negativa quando os microrganismos ficam restritos ao local da
inoculagdo sem, contudo, turvar o meio. Observacdo O objetivo da prova de
motilidade é determinar se um microrganismo é mével ou imével, ou seja, se tem ou

nao flagelo.
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3 Objetivos

3.10bjetivo geral

Investigar a presenca de Salmonella spp. em amostras de figado, pulméao e
intestino de frangos condenados com septicemia em um matadouro frigorifico sob

regime de inspecao estadual na Bahia.

3.2 Objetivo especifico

Correlacionar as condenac¢des com os resultados positivos para Salmonella
spp. em amostras de visceras condenadas por septicemia.

Verificar se as caracteristicas macroscoépicas das visceras condenadas sao

indicativas confiaveis de infeccao por Salmonella spp.

4 Material e método

4.1Area de estudo e descri¢cdo da amostra

Entre os meses de abril e maio de 2015 foram coletadas 224 amostras de
figado (78), intestino (64) e pulméao (82), visualmente com altera¢cdes macroscopicas,
oriunda de carcacas de frangos (Gallus gallus) condenadas na linha de inspecéo por
suspeita de septicemia, durante um periodo de 9 dias de abates. Perfazendo um
total geral de 243 mil aves abatidas nesse periodo, proveniente de trés matadouros
frigorifico de aves e coelhos, sob inspe¢éo estadual na Bahia, localizados na regido

do recobncavo baiano.

As amostras retiradas foram acondicionadas em coletores plasticos estéreis
identificados e encaminhadas em caixa de isotérmicas com gelo para o Laboratério

de Doencas Infecciosas (LDI) do Hospital Universitario de Medicina Veterinéria da
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Universidade Federal do Recbncavo da Bahia, localizado na cidade de Cruz das
Almas, sendo processadas no mesmo dia da coleta.

Figura 1- Figados condenados. A) Coloragdo esverdeada. B)
Presenga de focos necréticos.

4.2 Técnica de isolamento de identificacéo

No fluxo laminar, foram pesados 1g + 0.1 com uma margem de variacao de
0,1 para mais ou para menos de figado, intestino e pulmédo de cada carcaga, numa
balanca analitica de precisdo, em seguida os fragmentos foram higienizados e
lavados com solucéo fisiolégica estéril (Farmax 0,9%) externamente a fim de
diminuir a contaminacdo externa e macerados em placas de petri estéreis

individualmente.
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Figura 2— Preparo da amostra para cultivo. Lavagem com soro fisioldgico.

O macerado foi inoculado em 5ml de caldo BHI (infusdo de cérebro e
coracdo) HIMEDIA® M210-500g por meio de uma alca de platina e o inéculo foi
levado a estufa bacteriologica, (Digital Timer Sterilifer) a 37°C. Apds 24 horas o
inodculo foi semeado no meio Agar nutriente e levado a estufa bacteriologica (Digital

Timer Sterilifer), a 37°C, por 24-48 horas aproximadamente.

b=

Figura 3— Semeadura da amostra em meio
Agar nutriente.
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No fim desse periodo, foi feita a avaliacdo das caracteristicas das col6nias,
tais como: tamanho, coloragdo, contaminacao presenca ou auséncia de crescimento
misto e odor. Seguidamente foi realizado a coloracdo de Gram para observacao das
caracteristicas morfotintoriais e em seguida da leitura para escolha do meio seletivo

para inoculagéo.

K

Figura 4— Crescimento sugestivo de Salmonella
spp. Observagio de colonias pretas amarronzadas
metalicas.

Foram utilizados dois meios de cultura: primeiro o caldo verde brilhante
lactosado a 2% HIMEDIA®, utilizados para a deteccdo de bactérias coliformes
nutriente levado a estufa bacterioldgica (Digital Timer Sterilifer), a 37°C, por 24-48
horas aproximadamente. As colbnias sugestivas foram semeadas no segundo, O
agar sulfito de bismuto HIMEDIA®, que é recomendado para o isolamento seletivo e
identificacdo preliminar de Salmonella sorotipo Typhi e outras Salmonella de
amostras patologias, também levado a estufa bacteriol6gica (Digital Timer Sterilifer),
a 37°C, por 24-48 horas aproximadamente. Posteriormente realizou nova coloracéo
de Gram e seguiu-se para a realizacdo das provas bioquimicas: catalase, citrato,

esculina e fenilalanina.

4.3 ldentificag&o bioquimica

A analise bioquimica foi realizada com as amostras plagueadas nos meios

seletivos caldo verde brilhante e sulfite de bismuto. As culturas foram utilizadas com
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incubacéo de 24-48 horas, de modo a obter colénias metabolicamente viaveis. Para
o teste Citrato foi inoculado em superficie com al¢a de platina em agulha, uma

col6nia em tubo de ensaio contendo 3ml do meio Agar Citrato Simmons HIMEDIA®,

Para a prova da catalase, colocou-se uma gota de peroxido de hidrogénio
(dgua oxigenada) 3% sobre uma lamina, Com auxilio de um fio bacteriol6gico,
agregou-se a coldnia em estudo na gota de peréxido de hidrogénio. A presenca
imediata de bolhas e a producédo de efervescéncia indica a conversao do H202 em

agua e oxigénio gasoso.

Na prova da esculina, apés pesar e hidratar o meio conforme instru¢des do
fabricante, fundiu-se o meio e distribuiu 2,5 ml por tubo esterilizando em autoclave.
Apos retirar da autoclave, inclinou-se o0s tubos ainda quentes para que
solidificassem com a superficie em forma de "bico de flauta" (dngulo de 45°). Estriou-

se a superficie inclinada do meio e incubou a 35°C por 24 horas.

Aqueceu-se o agar fenilalanina sob constante agitacdo até fundir o meio e
ajustando o pH para 7,3 +0,2. Apoés, distribui-se em tubos com tampas de rosca.
Esterilizando em autoclave. Retirando os tubos da autoclave e inclinando-os ainda
quentes para que solidifiquem com a superficie em forma de bico de flauta (angulo
45°). Deixando solidificar em temperatura ambiente. Foi feito um inéculo denso de
colbnia pura. Incubando a 35°C por 24 horas. Adicionou-se diretamente o cloreto

férrico no tubo inoculado, distribuindo o reagente sobre a superficie do meio.

o3

- _—
- 'f ' -

Figura 5— Resultado das provas bioquimicas. A) Citrato. B) Esculina.
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Figura 8 - Resultados das Provas bioquimicas
TSI. A) positivo. B) negativo.

Figura 9 - Resultados das
Provas bioquimicas. Motilidade. A)
potivo. B) negativo.

Figura 7 - Resultados das Provas bioquimicas.
Fenilalanina. A) positivo. B) negativo

Figura 10 - Resultados das Provas bioquimicas. A) Caldo Verde Brilhante. B) Caldo BHI
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5 Resultados

Das 224 amostras analisadas, 113 (50,44%) sugerem resultados compativeis
para o isolamento de Salmonella spp. Sendo 27(42,20%) das 64 amostras de
intestino, 43 (55%) das 78 amostras de figado e 43 (52,4%) das 82 amostras de
pulmdo. As amostras sugestivas para Salmonella spp. serdo em uma segunda
etapa, enviadas para diagndstico confirmatorio do agente através do método de diagndstico
molecular Polymerase Chain Reaction (PCR), possibilitando desta maneira identificar os

possiveis sorovares.

Tabela 1 Percentual de isolamento sugestivo para Salmonella spp. de carcagas de frangos de corte abatidos

em abatedouros na regido do reconcavo no Estado da Bahia, Brasil, no periodo de Abril a Maio de 2015.

Total de Amostras
Amostras Positivas % Positivos
Intestino 64 27 42.20%
Figado 78 43 55%
Pulméo 82 43 52.4%
Total 224 113 50,44%

5.1 Outros Achados

Das 224 amostras analisadas foi possivel isolar e identificar colonias

sugestivas para Escherichia coli em 45 (20%).

Figura 11— Crescimento sugestivo de E. coli
em meio EMB. Observagdo de colonias verdes brilhantes.
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6 Discussao

Do total das 976 amostras analisadas em estudo realizado em granjas
comerciais nos Estados de Sdo Paulo e de Goias, 207 (21,2%) amostras foram
positivas para Salmonella (CARDOSO, et al., 2013).

Estudo realizado no Estado de S&o Paulo para avaliar contaminagdo por
Salmonella spp. em carcagas de frango, 30 (18,7%) das 160 amostras provenientes
do abatedouro A e em 74 (56%) das 132 amostras colhidas no matadouro avicola B
foram positivas (STOPPA et al., 2012).

Em 2679 carcacas de frango congeladas analisadas em 15 cidades
brasileiras nos anos de 2004 a 2006, a prevaléncia de Salmonella spp. foi de 2,7%
(MEDEIROS et al., 2011).

Borsoi et al. (2010) analisaram 180 carcacas de frango oriundas de varejos
da regido nordeste do Rio Grande do Sul no periodo de fevereiro a novembro de
2004 e obtiveram um percentual de isolamento de salmonela spp. de 12,2%. Duarte
et al. (2009) analisaram 260 carcacas de frango e verificaram que 25 (9,6%) foram

positivas para Salmonella spp.

Rezende et al., (2008), analisando coracdes e figados liberados para
consumo e coracdes e figados condenados pela inspecdo federal, na linha de
evisceracdo, observaram 5,41% de amostras positivas em coracfes normais e
25,0% de amostras positivas para figados condenados. Estes resultados revelam a
presenca do agente nesta etapa de abate. Nascimento et al., (2008) observaram que

14,32% de carcacgas analisadas para Salmonella sp. positivas.

Esses dados denotam alta exposi¢cao ao agente para este tipo de alimento,
nas diversas etapas do abate, com o agravante de facilidade de veiculagdo na
evisceracao. A evisceracdo € um ponto critico de controle que deve ser monitorado
pelo sistema APPCC, devido a possibilidade de contaminacdo de carcacas de
frango por fezes (RODRIGUES et al. 2008).

Moreira et al. (2008), dentre as 363 carcagas de frango analisadas, isolou
Salmonella spp. de 52 amostras (14,32%). Oliveira et al. (2006) encontrou 11,8% de
Salmonella spp. nas carcacas de frangos de corte analisadas.
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No Estado de Goias, Rezende et al. (2005), pesquisaram 96 amostras de
carcacas de frango e isolaram Salmonella spp. em 19 (19,8%) amostras. Carvalho;
Cortez (2005) relataram a presenca de Salmonella spp. Em 33 amostras de um total
de 165 pesquisadas. Ja Silva et al. (2004) observaram que, das 30 amostras de

carcacas de frango pesquisadas, 13 apresentaram a presenca de Salmonela spp.

Tessari et al. (2008) relataram a presenca deste microrganismo em 13 das
68 amostras analisadas e Almeida Filho et al. (2003) constataram 18 amostras
contaminadas em 40 analisadas. Pesquisas realizadas no Brasil por Almeida et al.
(2000) relatam positividade de 86,7%. No Estado de Sao Paulo, Fuzihara et al.

(2000) verificaram que 42% das carcacas analisadas eram positivas para Salmonella

spp.).
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7 Concluséo

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, concluiu-se que:

Os achados sugerem o crescimento e isolamento em meio seletivo de
Salmonela spp. em 50,44% das amostras avaliadas que serdo submetidas a

técnicas de diagndstico molecular para confirmacéo do agente.

Ha necessidade de maior monitoramento, adequando as industrias aos
padrdes exigidos nos programas BPP (Boas Praticas de Producédo) e APPCC

(Andlise dos Perigos e Pontos Criticos de Controle).
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