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RESUMO

A Salmonella spp. € um importante agente zoondtico que pode ser disseminado ao longo da cadeia
produtiva de frangos. O isolamento e os testes bioquimicos sdo uma ferramenta amplamente
utilizada na microbiologia para auxiliar na identificacdo de bactérias. Sendo assim, o presente
trabalho teve como objetivo analisar amostras fecais frescas e de suabes cloacais de um plantel de
frangos criados para o abate industrial, a fim de se isolar e identificar bioquimicamente Salmonella
spp. O estudo foi realizado com um lote de frangos de corte pertencente a uma granja comercial da
cidade de Monte Carmelo-MG. Para tanto, foram colhidas 50 amostras de fezes frescas e 50
amostras de suabes cloacais, as quais foram transportadas, armazenadas e acondicionadas sob
refrigeracdo no Laboratério de Microbiologia do ILES/ULBRA de Itumbiara-GO. As amostras
foram submetidas as andlises microbioldgicas de cultivos de enriquecimento seletivos e nao
seletivos e ao plagueamento em placas de petri. Das 50 amostras de fezes frescas e de suabes
cloacais analisados, nenhuma originou col6nias com caracteristicas sugestivas de Salmonella spp.,
demonstrando o isolamento negativo para esta bactéria nas amostras analisadas. A auséncia do
isolamento dessa bactéria no plaqueamento pode estar associada ao alto controle sanitario que é
aplicado ao plantel amostrado, como foi evidenciado no inquérito epidemiolégico.

Palavras-chave: Diagnostico. Bacteriologia. Zoonose. Saude publica.

ABSTRACT

Salmonella spp. is an important zoonotic agent that can be disseminated throughout the chicken
production chain. Isolation and biochemical tests are a tool widely used in microbiology to assist
in the identification of bacteria. Therefore, the present study aimed to analyze fresh fecal samples
and cloacal swabs from a broiler flock bred for industrial slaughter, in order to isolate and
biologically identify Salmonella spp. The study was carried out with a batch of broilers belonging
to a commercial farm in the city of Monte Carmelo-MG. For that, 50 samples of fresh feces and
50 samples of cloacal swabs were collected, which were transported, stored and conditioned under
refrigeration at the Microbiology Laboratory of ILES / ULBRA in Itumbiara-GO. The samples
were subjected to microbiological analysis of selective and non-selective enrichment cultures and
plating in petri dishes. Of the 50 samples of fresh feces and cloacal swabs analyzed, none
originated colonies with characteristics suggestive of Salmonella spp., demonstrating the negative
isolation for this bacterium in the analyzed samples. The absence of isolation of this bacterium in
the plating may be associated with the high sanitary control that is applied to the sampled squad,
as evidenced in the epidemiological survey.

Keywords: Diagnosis. Bacteriology. Zoonosis. Public health.

1 INTRODUCAO

A salmonelose é uma zoonose causada pela Salmonella spp. que causa transtornos a satde
publica pela sua capacidade de causar toxinfeccdo alimentar. Esta zoonose é causada pelo
consumo de alimentos, como carne e ovos, contaminados por Salmonella spp. ja no inicio da
cadeia produtiva avicola (FILHO et al., 2014).

Salmonella ¢ um género de bactérias conhecidas vulgarmente como salmonelas,
pertencentes a familia Enterobacteriaceae, sendo conhecidas ha mais de um século. Sdo bactérias

Gram negativas, em forma de bastonete, ndo formam esporos, consideradas anaerdbias
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facultativas, fermentadoras de glicose e outros agUcares, e descarboxiladoras de aminoacidos,
como a lisina (SANTOS et al., 2013). A maioria apresenta flagelo para sua locomocéo, exceto as
pertencentes aos sorotipos Pullorum e Gallinarum (SCHUBERT, 2008).

Essa bactéria esta entre as principais envolvidas em surtos de doencas de origem alimentar
em diversos paises, com ampla disseminacdo e causando amplo impacto negativo na saude e
economia animal, uma vez que o homem e 0s animais Sd0 seus principais hospedeiros
(FRANCHIN, 2008). Dessa maneira, se configura como uma das enterobactérias mais
patogénicas, responsdvel por complicacbes clinicas e mortalidade entre seus hospedeiros
(PEREIRA et al., 2013).

Nas aves, a Salmonella spp. pode causar doencas agudas ou crénicas, sendo classificadas
em trés enfermidades: a Pulorose, causada pela Salmonella enterica Pullorum, o Tifo Aviario
causada pela Salmonella enterica Gallinarum; ambas os sorotipos adaptadas apenas as aves, e
ainda o Paratifo Aviario, causada pela Salmonella enterica Enteritidis e pela Salmonella enterica
Typhimurium, os quais sdo adaptadas tanto nas aves quanto nos humanos, nos quais podem causar
toxinfeccdes alimentares (PEREIRA et al., 2013).

Em 1994, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) criou o
Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA) com o objetivo de normatizar sanitariamente a
avicultura comercial e estabelecer a¢Oes para a regulamentacdo da producdo avicola e protecdo da
salde do plantel nacional, além de reduzir o risco de transmissao para 0 homem. Estrategicamente,
0 PNSA foi implementado para prevenir, controlar ou erradicar as principais doencas de interesse
econdbmico na avicultura e também relacionadas sadde publica, incluindo algumas zoonoses
aviarias; além de estabelecer medidas para a certificacdo sanitaria e fornecer produtos avicolas
seguros e de boa qualidade para o0 mercado interno e externo (BRASIL, 2016).

A vasta disseminacdo de Salmonella spp. em rebanhos avicolas esta relacionada
diretamente as modernas técnicas de manejo, auséncia do controle sanitario, equipamentos e
instalacGes, alimentacdo das aves, animais domésticos e granjas vizinhas; assim comprometendo o
sistema de defesa dessas aves. Mesmo com medidas criteriosas de biosseguranca e programas
sanitarios para a profilaxia, a presenca desta bactéria no ambiente € altamente prevalente,
garantindo apenas uma reducdo na pressao de infeccdo das aves (GAMA, 2001).

Tendo em vista a disseminacdo de Salmonella spp. em rebanhos avicolas brasileiros, seria
possivel isolar este patdgeno em um plantel de frangos de uma granja comercial? Diante do
exposto e do respaldo da grande capacidade de disseminacdo e resisténcia da Salmonella spp. no

meio ambiente (GAMA, 2001), que garantem a sua alta prevaléncia nos rebanhos avicolas

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n. 11, p. 89982-89993, nov. 2020. ISSN 2525-8761




JSsrazilian ournal of Development

brasileiros, aponta-se a possibilidade de isolamento dessa bactéria em um plantel avicola
comercial criado em um sistema de criagéo intensiva.

Este trabalho justifica-se pela grande importancia da Salmonella spp. na saude publica,
uma vez que tem sido incriminada como o agente principal responsavel por surtos de intoxicacdes
alimentares humanas, alta morbidade e septicemia (FERREIRA et al., 2013). Ademais, essa
enfermidade causa sérios prejuizos a industria e rebanhos avicolas, com queda na producéo de
ovos, perda de peso devido a baixa conversdo alimentar e mortalidade, necessitando de adequagédo
as exigéncias do mercado e ao controle pelo PNSA (MATTIELLO, 2013).

O objetivo principal deste trabalho foi analisar amostras fecais frescas e suabes cloacais de
um plantel de frangos comerciais, a fim de se isolar e identificar bioquimicamente a Salmonella
spp. Secundariamente, objetivou-se: a) realizar um inquérito epidemioldgico para subsidiar 0s
achados bacteriolégicos; b) analisar e discutir comparativamente a deteccdo a partir de amostras
de fecais frescas e suabes cloacais; c) caracterizar as col6nias isoladas e discutir a identificacéo

bioguimica.

2 METODOLOGIA
2.1 INQUERITO EPIDEMIOLOGICO, ORIGEM, COLETA E TRANSPORTE DAS
AMOSTRAS

Para o levantamento do historico sanitario das aves e das condi¢fes de biosseguranca da
unidade de producdo avicola, foi realizado um inquérito epidemioldgico (IE) em forma de
questionario. O IE foi elaborado de acordo com Back (2010) com algumas modificacdes e foi
aplicado ao proprietario da granja responsavel pelas aves.

A granja onde as amostras foram coletadas se localizava no municipio de Monte Carmelo-
MG. Essa granja possuia 12 galpdes convencionais com bom isolamento sanitario, constituido de
barreiras verdes e isolamento fisico, com auséncia de outros animais, como canideos e roedores,
sem a presenca de granjas na circunvizinhanca.

O lote amostrado era composto por aves da espécie Gallus gallus com cerca de 15 dias de
idade, cuja finalidade era corte, sendo o abate previsto para o 45° dia de vida. O lote era criado em
confinamento, em uma area aproximada de 1.500 m2, sob condi¢bes ambientais de bem-estar
adequadas as aves.

O lote amostrado ndo recebeu e nem estava recebendo medicacdo nos ultimos dias 15 dias.
Igualmente, ndo recebeu vacinacdo contra Salmonella Enteritidis. No entanto, de acordo com a

instrucdo normativa n°® 78 de 3 de novembro de 2003, o estabelecimento avicola devera ser
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vacinado mensalmente contra Salmonella Enteritidis, usando apenas vacinas inativadas e devem
estar sob tratamento continuo medicamentoso para Salmonella Enteritidis e Salmonella
Typhimurium sob acompanhamento e controle do MAPA (BRASIL, 2003).

Foram coletadas 50 amostras de fezes frescas e 50 amostras de suabes cloacais, sendo que
cada tipo de espécime foi obtido pareada e individualmente da mesma ave. As amostras foram
identificadas por nimeros de 1 a 50.

Concomitantemente as coletas, os suabes cloacais individuais foram devidamente
colocados em sua embalagem original, e fechados com fita isolante. Cerca de 25,0 gramas de
fezes frescas foram coletadas individualmente com auxilio de espatulas estéreis e acondicionadas
em frascos, também, estéreis. Simultaneamente as coletas, as amostras foram acondicionadas em
caixas refrigeradas com gelo.

Ao final das coletas, as amostras foram transportadas sob refrigeracdo ao Laboratdrio de
Microbiologia da Universidade Luterana do Brasil, no municipio de Itumbiara-GO, onde foram

acondicionadas entre 2 e 8 °C até o processamento.

2.2 BACTERIOLOGIA
Para a realizacdo do diagndstico bacterioldgico, as amostras coletadas foram conduzidas as
etapas de enriguecimento, isolamento e, posteriormente, a série de testes bioquimicos, de acordo

com a portaria n® 126, de 3 de novembro de 1995, com algumas modificac6es (BRASIL, 2002).

2.2.1 Enriquecimento em caldo néo seletivo e caldo seletivo

A etapa inicial das analises bacterioldgicas foi a de submissdo das amostras em caldos de
enriquecimento nao seletivo e enriquecimento seletivo. Para o enriquecimento néo seletivo, 2,0 g
de fezes de cada amostra foram inoculados em 20,0 mL de BHI (Caldo de cérebro e coracgéo) e 1
suabe de cada amostra foram inoculados em 20 mL de BHI, os quais permaneceram incubados a
temperatura de 35 a 37 °C por 18 a 24 horas. Para o enriquecimento seletivo, 2,0 mL do caldo ndo
seletivo foram inoculados em 20 mL de Caldo Tetrationato e em 20 mL de Caldo Rappaport

Vassiliadis, nos quais ficaram incubados a temperatura de 42 a 43 °C por 18 a 24 horas.

2.2.2 lIsolamento de Salmonella spp.
Para o isolamento, foram aplicados os dgares MacConkey e Verde Brilhante em placas, 0s
quais foram estriados pela técnica de esgotamento, a partir de alcadas dos caldos seletivos,

seguindo-se de incubacdo a temperatura de 35 a 37 °C durante 18 a 24 horas. Depois da incubacéo,
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verificar o aspecto das colnias desenvolvidas nas placas. As colonias desenvolvidas no Agar
MacConkey apresentardo coloracdo incolor, ja as desenvolvidas no Agar Verde Brilhante terdo
coloracdo rosada, coloracdo considerada sugestivas de Salmonella spp.

2.2.3 ldentificacdo bioquimica

A partir do isolamento de colonias sugestivas de Salmonella spp. em Agar MacConkey e
Agar Verde Brilhante, sera realizada a identificacio bioquimica preliminar das colonias, onde 2 a
3 colbnias seriam transferidas de cada agar para o Agar TSI (Agar Triplice Acucar Ferro), LIA
(Agar Lisina Ferro), SIM (Agar Citrato de Simmons) e Caldo Ureia para a identificacdo
bioquimica, e ficariam incubado a 37°C por 24 horas. A identificacdo bioquimica preliminar

seguird os padrdes de analises propostos no quadro 1.

Quadro 1- Identificacdo bioguimica preliminar de Salmonella spp.

Comportamento Salmonella Salmonelia Salmonella Safmune:' 'iaf SPp-
Bioguimico Pullorum Gallinarum spp.'Syh- Sub-especies [li
especie | aelllb
Base Agas +- A gas - Agas + Agas =
TSI 24 horas Bizel W i W Wou A
HZS + - r T T
Base P P P P
LIA 24 horas s 7 - - —
Agar Ureia (Urease) - - - -
Agar SIM (Motilidade) - - + +

Fonte: BRASIL, 2002.

Salmonella spp. sub espécie | — 3. Typhimurium e 3. Enteritidis (entre outras)
Salmonella spp. sub espécie lll a e Il b- Antigo grupo Arizona

A — amarelo (acido)

V —vermelho (alcalino)

P — purpura (alcalino)

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A proposta de realizacdo do inquérito epidemioldgico (IE) no presente estudo é pertinente
pois, segundo Back (2010), as informacdes levantadas sdo importantes para se conhecer a
epidemiologia da Salmonela em uma dada regido e podem ser usadas para subsidiar exames de
diagndstico laboratorial das salmoneloses.

Através do ensaio bacteriolégico, constatou-se que nenhuma das 50 amostras fecais frescas
analisadas originou colbnias com caracteristicas sugestivas de Salmonella spp., na etapa de

isolamento em &gares sdlidos acondicionados em placas. As colbnias crescidas no Agar Verde
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Brilhante apresentaram coloracdo transparente e as desenvolvidas no Agar MacConkey
apresentaram coloracdo vermelho-escura, como se observa na figura 1. Em relagdo aos suabes
cloacais, observou-se que em todas as amostras analisadas ndo foi possivel isolar colénias com
caracteristicas de Salmonella spp. As colbnias crescidas apresentaram as mesmas coloracfes

observadas nas analises com fezes, como observado na figura 2.

Figura 1- Crescimento de col6nias isoladas ndo caracteristicas de Salmonella spp., a partir de amostras fecais frescas.
A) Agar Verde Brilhante com coldnias (seta) transparentes; B) Agar MacConkey com colbnias (seta) de coloracdo
vermelho-escura.

Figura 2- Crescimento de col6nias isoladas ndo caracteristicas de Salmonella spp., a partir de amostras de suaves
cloacais. A) Agar Verde Brilhante com col6nias (seta) transparentes; B) Agar MacConkey com coldnias (seta) de
coloragéo vermelho-escura.

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n. 11, p. 89982-89993, nov. 2020. ISSN 2525-8761




JSsrazilian ournal of Development

Segundo a Portaria n° 126 do MAPA, as colonias de Salmonella spp. crescidas no Agar
Verde Brilhante devem se apresentar com coloragdo rosada, enquanto as colbnias crescidas no
Agar MacConkey devem se apresentar com coloragdo incolor, o que se diferem de acordo com os
resultados achados no presente estudo.

Os resultados bacteriologicos sugerem que a granja estudada, apesar de alguns problemas
de manejo técnico evidenciados no inquérito epidemioldgico, se preocupa e realiza
adequadamente o controle sanitario através da biosseguridade adotada, devido a auséncia de
Salmonella spp. tanto nas amostras de fezes frescas quanto nas de suabes cloacais. Amaral et al.
(2014) relatam que o isolamento sanitario por meio de barreiras fisicas naturais, como as barreiras
verdes, reduz a contaminacdo e possiveis transmissdes de Salmonella spp. pelo ar. E ainda,
preconizam que as granjas comerciais avicolas devem ser construidas distantes umas das outras e
afastadas de estradas por onde transitam caminhdes que transportam aves destinadas para o abate,
monitorando assim o controle de patdgenos.

Ravagnani et al. (2012) pesquisaram Salmonella spp. em 100 amostras de suabes cloacais
de frango de corte e em 2 amostras de suabes de arrasto provenientes de dois aviarios. As amostras
analisadas apresentaram resultados negativos durante o isolamento de Salmonella spp.,
constatando as boas condicbes sanitarias da integragdo, o que corrobora os achados
bacterioldgicos do estudo presente. Da mesma forma, Gambiragi et al. (2003) investigaram a
presenca de Salmonella spp. em pintos de corte de um dia em 100 amostras de suabes cloacais
para tentativa de isolamento, porem obtiveram 100% de negatividade em suas amostras
analisadas, podendo assim concluir que os planteis avicolas tém um alto padrdo de qualidade
sanitaria e se encontram em boas condic6es para o alojamento de aves.

Luz (2012) pesquisou a ocorréncia de Salmonella spp. em 121 amostras de suabes cloacais
em aves silvestres cativas em um criadouro no Rio Grande do Sul, utilizando a técnica
enriquecimento, semeadura em placas, identificacdo bioguimica e a prova de soroaglutinacédo
rapida. De todas as amostras analisadas, apenas uma apresentou caracteristicas sugestivas de
Salmonella spp. na etapa de isolamento.

Moreira et. al. (2008) verificaram a ocorréncia de Salmonella spp. utilizando o método de
enriquecimento, isolamento e identificacdo bioquimica em 363 amostras de carcaca de frango em
municipios do estado de Goias. Mesmo com as praticas de higiene adotadas no campo e durante o
processo de abate, obteve-se o isolamento de Salmonella spp. em 52 amostras de carcagas.

Lemos et al. (1999) pesquisaram em 78 amostras de suabes cloacais, a presenca de

Salmonella spp. em aves selvagens no Jardim Zooldgico do Rio de Janeiro por meio da técnica de
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isolamento e identificagdo bioquimica, porém foram encontrados total negatividade em todas as
amostras.

Pereira et al. (1999) relatam que a utilizacdo de fezes frescas ndo causa estresse nas aves,
sdo mais confidveis e representativas que a utilizacdo de suabes cloacais, porém a utilizacdo de
suabes em coletas € mais facil, pratico, onde ndo ha sacrificio das aves.

De acordo com os resultados do IE, o lote de aves alojado era misto, ou seja, composto por
aves fémeas e machos, com 15 dias de idade. A curva de ganho de peso e o indice de mortalidade
do lote estavam e sempre estiveram dentro do padrdo da linhagem genética recomendado. O lote
ndo apresentava sintomas e sinais de doencas, como diarreia, apatia ou ericamento de penas, € nao
havia histérico de doencas pregressas. Em geral, aves da espécie Gallus gallus, quando estdo
infectadas por Salmonella spp., apresentam diarreia com coloragdo diferenciada, mortalidade
elevada, penas arrepiadas, perda de apetite e asas caidas, com dificuldade de respiracdo
(OLIVEIRA, 2004). Néao obstante, de acordo com Paiva (2010), aves infectadas por Salmonella
spp. podem se apresentar assintomaticas e ser portadoras da bactéria por toda a vida,
disseminando-a no ambiente, o que pode estar relacionado com os dados obtidos nesse estudo.

Em relacéo a biosseguranca, a unidade de producéo se localiza cerca de 15 km de distancia
da rodovia onde ha caminhdes transitando com aves comerciais destinadas ao abate. A granja
possui barreiras verdes naturais e barreiras sanitarias para um bom isolamento fisico, ndo havendo
outras granjas nos arredores. Amaral et al. (2014) relatam que o isolamento sanitario por meio de
barreiras naturais reduz a contaminacéo e a possivel transmissdo de Salmonella spp. pelo ar.

A &gua destinada a dessentacdo das aves é tratada com cloro na dosagem de 5 ppm, 0 que
pode estar associado a auséncia desse patdgeno, visto que a adicdo de cloro na dgua de bebida
elimina microrganismos patogénicos, desde que seja feito a higienizacdo do sistema de
fornecimento de agua para uma melhor eficacia (AMARAL et al., 2014). Foi verificado que a
racdo fornecida ao lote recebe tratamento térmico e € produzida por uma cooperativa, mas nao
recebe tratamento quimico para controle de Salmonella. De acordo com Oliveira (2011), as racdes
sdo consideradas umas das principais fontes de contaminacdo de Salmonella spp. em lotes
avicolas, pois ha racGes que possuem farinha de carne em sua constituicdo, além de serem
produzidas em meio a procedimentos sanitarios inadequados.

Ainda, de acordo com inquérito epidemioldgico, o lote amostrado ndo havia recebido e
nem estava recebendo medicacdo nos ultimos dias 15 dias. Igualmente, ndo recebeu vacinacao
contra Salmonella Enteritidis. No entanto, de acordo com a instrucdo normativa n® 78 de 3 de

novembro de 2003, o estabelecimento avicola deveria vacinar contra Salmonella Enteritidis,
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usando apenas vacinas inativadas e deveria estar sob tratamento continuo medicamentoso para
Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhimurium, sob acompanhamento e controle do MAPA
(BRASIL, 2003).

4 CONCLUSAO

De acordo com a andlise dos resultados bacterioldgicos, ndo foi possivel cultivar, isolar e
identificar Salmonella spp. a partir de fezes frescas e suabes cloacais de um lote de frangos
comerciais confinados em uma granja, na regido de Monte Carmelo-MG. A auséncia do
isolamento dessa bactéria no nas amostras clinicas pode estar associada ao alto controle sanitario a
que o plantel foi submetido, como foi evidenciado no inquérito epidemioldgico. Ademais, o
inquérito epidemioldgico se mostrou como uma valiosa ferramenta de triagem de doengas
infectocontagiosas, como a salmonelose, sendo capaz de investigar fatos epidemioldgicos
envolvendo o ambiente, agente etiolégico e hospedeiro; e ainda, de subsidiar testes

microbioldgicos.
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