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Salmonella spp. EM OVOS BRANCOS PARA O CONSUMO HUMANO

RESUMO: Salmonella spp. € um dos patdogenos mais comumente encontrados
em infec¢Oes de origem alimentar em seres humanos. Ovos, produtos contendo ovos e
carne de aves sdo os principais veiculos de transmissdo do microrganismo,
representando um desafio para saude publica. Com o intuito de pesquisar Salmonella
spp. em ovos brancos destinados ao consumo humano foram analisadas, por meio de
analise microbiolégica convencional e pela Reacdo em Cadeia pela Polimerase, 340
amostras compostas por cinco ovos cada, de quatro diferentes estabelecimentos
comerciais. Foram observadas, do numero total de amostras, cinco contaminadas pela
bactéria (1,47%), sendo trés provenientes do supermercado A (2,9%), uma do
supermercado B (1,3%) e uma do supermercado D (1,3%) tanto na pesquisa
bacterioldgica quanto na PCR, ndo se isolando a bactéria em nenhuma das amostras
do supermercado C. Os sorovares isolados nas amostras provenientes do
supermercado A e B foram Salmonella Mbandaka e Salmonella enterica subespécie
enterica 6,7: z10:- e Salmonella Braenderup no supermercado D. No teste para analisar
0 comportamento dos isolados frente a antimicrobianos, todas as estirpes apresentaram
resisténcia a pelo menos trés dos antimicrobianos testados. Os resultados
demonstraram que ovos contaminados estdo chegando a mesa dos consumidores,

representando um risco a saude da populagéo.

Palavras- chave: Salmonella spp., Ovos, Infeccdo Alimentar, Salmonelose

Humana
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Salmonella spp. IN WHITE EGGS FOR HUMAN CONSUMPTION

SUMMARY: Salmonella spp. is one of the most common pathogens found in food-borne
infections in humans. Products containing eggs and poultry meat are the main vehicles
of transmission of microorganisms, representing a challenge for public health. In order to
search for Salmonella spp. white eggs for human consumption were analyzed by
methods of conventional microbiological analysis and by the Polymerase Chain
Reaction, 340 samples composed of five eggs, of four different establishments. Of the
total samples, five were contaminated by bacteria (1.47%). Three of them were from
supermarket A (2.9%), one from supermarket B (1.3%) and one from supermarket D
(1.3%), all contaminated in bacteriological analyzes and in PCR, and the bacteria was
not isolated in the samples of the supermarket C. The serovars isolated in samples from
the supermarket A and B were Salmonella Mbandaka and Salmonella enterica
subspecies enterica 6,7: z10: - and Salmonella Braenderup at the supermarket D. In a
test to analyze the behavior of isolated bacteria against antimicrobial agents, all strains
were resistant to at least three of the antimicrobials tested. The results showed that

contaminated eggs are coming to the consumers table, representing a risk to health.

Keywords: Salmonella spp., Eggs, Food Infection, Human Salmonellosis



l. INTRODUCAO

A cadeia produtiva avicola representa um dos seguimentos de maior importancia
no mercado agropecuario brasileiro. Desde 2006, a carne de frango € o produto de
origem animal com maior volume de exportacdo, com uma producédo de 12. 230 milhdes
de toneladas e exportacdo de 3.791 milhdes de toneladas (31%) em 2010 (UBABEF,
2011).

Mesmo com uma exportacdo de ovos e produtos de ovos ainda timida, de 27.721
toneladas no ano de 2010 (UBABEF, 2011), esses avanc¢os acabam exigindo evolucdes
no campo de sanidade animal e controle microbioldgico dos alimentos principalmente
em relagc&o a microrganismos do género Salmonella.

A salmonelose é considerada uma grave zoonose com distribuicdo cosmopolita.
Produtos avicolas como carne, ovos e seus derivados sdo citados como principais
veiculadores desse patdégeno. Segundo EFESA (2009), ovos e derivados foram
responsaveis por 42% dos surtos causados por Salmonella spp. em na Europa.

Os sintomas das infeccbes por Salmonella spp. em seres humanos
frequentemente sdo autolimitantes, podendo apresentar célicas abdominais, vomito,
febre e diarréia, no entanto, o quadro em criangas, idosos e imunossuprimidos pode se
agravar evoluindo para septicemia e obito.

Os sorovares mais frequentemente envolvidos em infeccbes alimentares de
seres humanos na Unido Europeia sdo Salmonella Enteritidis (SE), Salmonella
Typhimurium (STM), Salmonella Infantis (SI), Salmonella Hadar e Salmonella Virchow
(SV) (EFSA, 2007).

Relatos de surtos de salmonelose causados por ovos e produtos a base de ovos
sao frequentes no Brasil e no mundo. Devido a esse fato, autoridades internacionais
estdo impondo medidas rigorosas de monitoramento e barreiras sanitarias, com a

finalidade de reduzir a contaminacao de produtos avicolas por Salmonella spp.



Visando a certificacdo de inocuidade dos produtos de origem animal, métodos de
diagnéstico rapidos e precisos sédo cada vez mais utilizados na pesquisa de patdgenos,
com destaque para métodos moleculares que apresentam grande sensibilidade e
especificidade.

Neste contexto o presente trabalho investigou a presenca de Salmonella spp. em
ovos brancos para consumo humano por meio de metodologia de isolamento
microbiolégico convencional e molecular utilizando a rea¢do em cadeia pela polimerase
(PCR).



ll. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Salmonelose e sua Importancia Mundial

A avicultura brasileira é considerada como um dos segmentos do agronegocio
nacional com maior investimento em tecnologia e pesquisa nas ultimas quatro décadas
(ABEF, 2011). O cenério do mercado avicola modernizou-se devido, principalmente, as
exportacbes que exigiram melhorias no sistema de controle microbiolégico, sobretudo
guanto a contaminagdo por Salmonella spp. em produtos de origem animal, sendo
considerada um dos patdgenos mais frequentemente envolvidos em infeccbes de
origem alimentar em seres humanos (PANISELLO et al., 2000).

A reducdo do numero de casos de infec¢des alimentares humanas € um dos
principais objetivos das entidades responséaveis pela saude publica em vérios paises.
Como estudos epidemiol6gicos mostram, a carne e 0s ovos de aves sdo fontes
importantes de patégenos como Salmonella spp., sendo um desafio para os setores de
vigilancia sanitaria e saude publica (DE JONG & EKDAHL, 2006).

GREIG & RAVEL (2009), analisando informacdes governamentais e publicacdes
cientificas oriundas de varios paises como da Unido Européia (EU), Estados Unidos da
América (EUA), Canada, Australia e Nova Zelandia no periodo entre 1988 e 2007,
concluiram que de 4.093 surtos de infec¢do alimentar em humanos registrados, 70%
foram causados por Salmonella spp.

Mesmo com o constante investimento em monitoria e controle, Salmonella spp.
continua sendo a maior causa de infec¢ao alimentar no Brasil e no mundo. Nos Estados
Unidos, estima-se que, por ano, ocorram cerca de 6,5 milhées de casos de infeccdes e
9.000 6bitos em consequéncia das enfermidades transmitidas por alimentos (PATRICK
et al., 2004).



De acordo com MAJOWICZ et al. (2010), estima-se que 93,8 milhdes de casos
de gastroenterite devido a Salmonella spp. ocorrem mundialmente a cada ano, com
155.000 mortes, sendo 80,3 milhdes desses casos transmitidos por alimentos.

Segundo HUNGES et al. (2007), entre 1992 e 2003, no pais de Gales,
Salmonella spp. foi responsavel por 52% dos casos de infeccdo alimentar notificados.
Na Franc¢a, em 2005, Salmonella spp. foi o principal agente etiol6gico de hospitalizacdo
e morte por infeccdo alimentar bacteriana (VAILLANT et al., 2005).

O Center for Disease Control and Prevention (CDC), relata que o género
Salmonella é responsavel por cerca de 1,4 milhdes de doentes, 15.000 hospitalizagGes
e 400 mortes ano nos Estados Unidos da Ameérica (GAST, 2008).

No Brasil, segundo o Servico de Vigilancia em Saude, entre 1999 e 2008, 6.062
surtos de Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA) foram registrados, acometendo
117.330 pessoas, com média de sete doentes por surto e 64 6bitos. Oitenta e trés por
cento das notificacdes se deram nas regides Sul e Sudeste. Com a maior parte das
ocorréncias no Rio Grande do Sul, seguido por S&o Paulo, Parana e Santa Catarina,
sendo Salmonella spp. responséavel por 1.275 (21%) das notificacdes. Ovos crus ou mal
cozidos foram os causadores de 910 (15%) do total de ocorréncias por DTA (BRASIL,
2008).

Salmonella enterica sorovar Enteritidis e Typhimurium sdo os mais isolados de
seres humanos, sendo responsaveis por 57-67% dos casos relatados por ano,
mundialmente (WHO, 2008).

Os sorovares mais frequentemente encontrados em episodios de salmoneloses
humanas na Unido Européia (UE) em 2008 foram Salmonella Enteritidis (58%),
Salmonella Typhimurium (21,9%), Salmonella Infantis (1,1%), Salmonella Virchow
(0,7%) e Salmonella Newport (0,7%). Estando 17,6% dos casos relacionados a outros
sorovares (EFSA, 2010b).

Na Europa, a maior parte das salmoneloses humanas esta associada ao
consumo de ovos, sendo Salmonella Enteritidis responsavel por 40,9% e 7,1% séao
devido a ingestdo de carne suina contaminada por Salmonella Typhimurium (EFSA,
2010b).



Entre 1985 e 1989, 78,0% das infec¢cdes causadas por Salmonella Enteritidis
tinham como veiculo de transmissao alimentos que continham ovos crus ou levemente
cozidos (ALTEKRUSE et al., 1993).

Em analise de dados sobre surtos de origem alimentar em humanos, extraidos
de relatérios eletrbnicos internacionais de 1988 a 2007 GREIG & RAVEL (2009),
identificaram que Salmonella Enteritidis foi o agente causador de 991 surtos, tendo o
consumo de ovos implicado em 43,4% deles. Salmonella Typhimurium foi responsavel
por 270, com 18,2% causados por ovos, e outros sorovares de Salmonella spp. por 657
surtos, sendo 13,6% associados ao consumo de ovos.

EBEL & SCHOSSER (2000), estimaram que nos EUA um em cada 20.000
(0,005%) ovos estaria contaminado por Salmonella spp. Com uma producgéo de mais de
90 bilhées de ovos por ano, 4,5 milhbes de ovos estariam contaminados (USDA /
NASS, 2010).

De acordo com relato publicado pela EFSA (2010a), a prevaléncia média de
ovos contaminados por Salmonella spp. nos paises da Comunidade Européia foi de

0,8% em 2006 (e mais de 90% dos isolados correspondiam a S. Enteritidis).

2.2. Legislacéo

Com o avanco do comércio internacional de alimentos a aplicacdo de medidas
de controle para seguranca alimentar passou a ser implantada tanto em produtos que
abastecem o mercado interno quanto para os de exportacdo, seguindo os critérios de
controle presentes em documentos internacionais como Codex Alimentarius e
legislacbes governamentais (SILVA, 2007).

A Unido Européia estabelece regras para comercializacdo de ovos por meio da
legislacéo n° 589 de 23 de junho de 2008 (CE, 2008). De acordo com essa legislacéo,
0s ovos devem ser rotulados constando informacdes relevantes para o consumidor e

servico de inspecdo. Prevé que sejam armazenados e transportados em temperatura



constante. A validade ndo deve exceder a 28 dias pos-postura e a rastreabilidade deve
ser assegurada.

Quanto aos aspectos microbioldgicos aplicaveis aos géneros alimenticios, a
Unido Européia segue o regulamento n° 2073/2005 da Comissdo Europeia de 15 de
novembro de 2005 (CE, 2005). Também segue o Plano de Controle para galinhas
poedeiras, que dispdem sobre controle de Salmonella Enteritidis, Salmonella
Typhimurium e outros sorovares (CE, 2003). Implantando, para o aumento da eficacia
do Plano de Controle, o regulamento CE 1168/2006, que prevé a adocdo de medidas
para deteccdo e controle de Salmonella spp. e outros agentes zoonéticos durante a
producao, transformacao e distribuicao, definindo uma redu¢do minima anual de 10%
na prevaléncia de Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhimurium nas granjas (CE,
2006; EFSA, 2010a).

Em julho de 2010 entraram em vigor nos EUA, normas visando a reducédo da
contaminacédo de ovos por Salmonella Enteritidis, as quais abrangem toda cadeia de
producdo e pos-producado, que vai da manipulacdo inicial do produto até sua chegada
ao consumidor (EUA, 2010). De 1991 a 1995 Salmonella Enteritis foi isolada em 35%
do plantel avicola dos EUA, tendo uma reducéo para 7% em 2009, devido implantag&o
de medidas de controle e melhorias na biosseguridade (BRANDEN, 2006).

No Brasil ainda se encontra em uso o Decreto n°® 30.691 de 29 de marco de
1952, que dispde sobre a inspec¢do industrial e sanitaria de produtos de origem animal.
As especificacdes para classificacdo dos ovos foram definidas no Decreto n° 56.585 de
julho de 1965. Em 1991 foi criada Resolucédo n° 005, que define padrdes de rotulagem,
obrigatoriedade de carimbo do Servi¢o de Inspecdo Federal, peso liquido, identificacao
do lote, data de fabricacéo e data de validade. (SOUZA-SOARES & SIEWRDT, 2005).
Em janeiro de 2001 foi criada a resolugdo n°® 12 exigindo auséncia de Salmonella spp.
em 25g de amostra de qualquer alimento comercializado (BRASIL, 2001).

O Ministério da Agricultura e do Abastecimento (MAPA) criou o Programa
Nacional de Sanidade Avicola (PNSA), que se baseia na vigilancia, controle e
erradicagcdo das principais doengas aviarias importantes para saude animal e humana,
com finalidade de reduzir a presenca de patdgenos nos produtos avicolas (BRASIL,

2003b). Posteriormente, foi implantada normativa n°® 78 responséavel pela aprovacéo das



Normas Técnicas para o Controle e Certificacdo de Nuacleos de Estabelecimentos
Avicolas livres de Salmonella biovar Gallinarum e de Salmonella biovar Pullorum e
livres ou controladas para Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhimurium (BRASIL,
2003a).

Em 2009 entrou em vigor a resolucdo n° 35 de 17 de julho, que dispbe sobre a
obrigatoriedade de instrugdes de conservacao e consumo na rotulagem dos ovos, onde
devem estar presentes de forma clara informacgdes sobre refrigeracdo e danos a saude

se o produto for consumido cru ou mal cozido (BRASIL, 2009).

2.3. Género Salmonella

Os microrganismos pertencentes ao género Salmonella fazem parte da familia
Enterobacteriaceae. S&o bacilos curtos, Gram-negativos, ndo esporulados, moveis, em
sua maioria, contendo flagelos peritriquios, com exce¢do dos biovares Salmonella
Gallinarum e Salmonella Pullorum que sé@o imdveis. As coldnias tipicas multiplicam-se
em meios de cultura para enterobactérias medindo em torno de 2-4 mm de diametro,
sao arredondadas com bordas lisas, um pouco elevadas e brilhantes (HOLT, 1994).

Sao aerdbios ou anaerobios facultativos, multiplicando-se bem em ambas as
condicOes, a temperatura ideal de multiplicagdo é de 37°C, no entanto € observado
multiplicacéo entre cinco a 45°C. Podem se multiplicar nos extremos de pH, sendo mais
favoravel pH em torno de 7 (HOLT, 1994).

Possuem capacidade para metabolizar nutrientes, produzem gas a partir da
fermentacg&o de glicose, ndo fermentam sacarose, malonato ou lactose a menos que, a
estirpe isolada possua um plasmidio que codifique a utilizacdo desse acucar como fonte
de energia, como é o caso de S. arizonae. Produz sulfito de hidrogénio (H,S) em sua
maioria, utilizam citrato como fonte de carbono, ndo hidrolizam uréia, sédo oxidase
negativa, catalase positiva, reduzem nitrato a nitrito e ndo produzem indol (HOLT, 1994;
JONES et al., 2000; DICKEL, 2004).



A taxonomia do género Salmonella é complexa. Os sorovares sao definidos e
estabelecidos pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), com colaboracdo do Centro
de Pesquisa e Referéncia do Instituto Pasteur de Paris. Novos sorovares sao listados
anualmente pelo esquema de Kauffman-White e diferentes sistemas podem ser
empregados para seu estudo. Entretanto, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), por
meio do Centro de Referéncia e Pesquisa de Salmonella, recomenda uma
nomenclatura que reflete os avancos da taxonomia do género, consistindo de duas
espécies, Salmonella enterica contendo seis subespécies, S. enterica subespécie
enterica, S enterica subespécie salamae, S. enterica subespécie arizonae, S. enterica
subespécie diarizonae, S. enterica subespécie houtenae, S. enterica subespécie indica
e Salmonella bongori (POPOFF & LE MINOR, 1997, 2001).

S&o conhecidos mais de 2.610 sorovares de Salmonella spp. aproximadamente
90 séo os mais comuns em casos de infeccéo de seres humanos e de animais. Dentre
estes, alguns podem infectar as aves, causando ou ndo o paratifo aviario e, por meios
de produtos alimenticios de origem avicola, estarem associados com casos de infeccéo
alimentar em seres humanos (BERCHIERI JR & FREITAS NETO, 2009;
GUIBOURDENCHE et al., 2010).

Cerca de 1.435 sorovares da espécie de Salmonella enterica subespécie
enterica colonizam o trato entérico dos animais endotérmicos, enquanto a espécie
Salmonella bongori € encontrada em animais exotérmicos e no meio ambiente
(POPOFF & LE MINOR, 1997).

Os organismos do género Salmonella possuem antigenos somaticos
(designados pela letra O), flagelares (designados pela letra H) e de viruléncia ou
capsular ocasional (designado por Vi, encontrado nos sorovares Typhi, Paratyphi C e
Dublin), que determinam o sorovar com referéncia a formula antigénica do esquema de
Kauffman-White (PELCZAR et al., 1981; QUINN et al., 1994; OIE, 2004).

Os antigenos somaticos (O) sdo formados por repetidas subunidades de
oligossacarideos. Estdo localizados na porcdo mais externa da parede celular
bacteriana e correspondem a parte antigénica da camada de lipopolissacarideos (LPS),
sendo identificados por numeros ardbicos que caracterizam o0s sorogrupos de
Salmonella spp. (LE MINOR, 1984; SELANDER, et al.,1996).



Os antigenos flagelares (H) sdo constituidos por proteinas chamadas flagelinas,
que sdo altamente imunogénicas e instaveis na presenca de calor. Localizam-se na
parte externa da parede celular, sendo responsaveis pela motilidade bacteriana,
podendo estar presente na forma simples (monomérica) (H1) ou em duas formas
separadas (difasica) (H2). Os antigenos flagelares H1 (flagelar fasel) presentes no
género Salmonella s&o descritos por letras minUsculas do alfabeto e H2 (flagelar fase2)
por numeros arabicos (LE MINOR, 1984; GAST, 1997b).

Sao susceptiveis a destruicdo quando submetidas a 55°C por 1 hora, ou a 60°C
durante 15 a 20 minutos. Possuem multiplicacdo lenta quando expostas a baixas
temperaturas sendo resistentes a desidratacdo e ao congelamento (HOLT, 1994,
GAST, 1997b). Sensiveis a maioria dos desinfetantes comumente utilizados, incluindo o
hipoclorito de sédio 1%, etanol 70%, glutaraldeido 2%, desinfetantes a base de iodo,
fendis e formoldeidos. Solugcdo de cloreto de sédio (NaCl) a 3-4%, também inibe a
multiplicacéo da bactéria (OIE, 2004).

2.4. Epidemiologia

Bactérias do género Salmonella possuem distribuicdo cosmopolita sendo
responsaveis por doengas em seres humanos e animais (POPOFF & LE MINOR, 2001).

Sdo carreadas por uma ampla variedade de hospedeiros, como animais
silvestres, domésticos e o ser humano (GAST, 1997%). Alguns sorovares estdo
associados, com maior frequéncia, a determinados hospedeiros. Salmonella
Cholerasuis causa pneumonia, enterocolite e septicemia em suinos; Salmonella Dublin
causa enterite mucohemorragica, pneumonia, septicemia, aborto em bovinos e enterite
necrotica, pneumonia, septicemia e mortalidade em bezerros; Salmonella Gallinarum
biovar Gallinarum causa o tifo aviario em galinhas; Salmonella Gallinarum biovar
Pullorum, pulorose em galinhas e perus; Salmonella Abortusequi causa aborto em

equinos; Salmonella Abortusovis aborto em ovinos. As estirpes adaptadas aos seres



10

humanos sdo Salmonella Typhi e Salmonella Paratyphi que causam febre tiféide e febre
paratifoide, respectivamente (POPPE, 1999).

Segundo DAVIES & WRAY (1996), muitos dos sorovares do género Salmonella,
podem sobreviver por semanas ou meses em esterco, cama de aves, nos
equipamentos em galpdes vazios, no solo ao arredor dos galpbes, nas excretas de
aves silvestres, particulas de poeira e nos comedouros, podendo ainda, segundo esses
autores, sobreviverem em ragao contaminada artificialmente por 26 meses.

Os sorovares de Salmonella spp. considerados paratificos para aves podem
prejudicar a avicultura industrial, piorando os resultados zootécnicos, gerando perdas e
dificultando a comercializacdo de produtos de origem avicola (BERCHIERI JUNIOR &
BARROW, 1995; NASCIMENTO et al., 1998). Podem causar infeccdo sistémica em
aves jovens e adultas, apresentando, dependendo da idade da ave, sintomas clinicos
seguidos de lesdes em figado, bago e cecos entre outros 6rgaos, disseminacao fecal
prolongada, queda na producdo e ovos contaminados (BARROW, 2000; BERCHIERI
JR & FREITAS NETO, 2009).

Aves recém nascidas sdo muito susceptiveis a salmonelas paratificas. Os sinais
clinicos sdo raramente observados em aves com mais de quatorze dias de vida, em
alguns casos, observa-se retardo no crescimento e mortalidade. Em casos severos
pode ser confundida com pulorose ou outra enfermidade bacteriana causadora de
septicemia (BERCHIER JUNIOR & FREITAS NETO, 2009).

Salmonelas paratificas podem contaminar o conteddo dos ovos antes da
oviposicao. Segundo THIAGARAJAN et al. (1994), Salmonella Enteritidis pode colonizar
os foliculos pré-ovulatorios pela interagdo com as células da granulosa ovariana. A
contaminagcdo do ovo se da pela presenca da bactéria nos foliculos ovarianos e no
oviduto, resultando em contaminagédo da gema e da albumina.

A clara, em geral, ndo apresenta contaminacao, pois contém elementos naturais
que dificultam a multiplicacdo bacteriana, como lisozima, ovotransferrina e deficiéncia
em ferro, elemento essencial para a multiplicagdo do microrganismo. Contudo, a
manipulacdo da clara no preparo de alimentos pode romper esse equilibrio e favorecer
a multiplicacdo de Salmonella spp. (SHIVAPRASAD et al., 1990; BARROW & LOVELL,
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1991). De acordo com GANTOIS et al. (2008), S. Typhimurium pode persistir no
albumen do ovo, sendo mais resistente a lisozima do que S. Enteritidis.

Segundo GANTOIS et al. (2008) e KELLER et al. (1997) Salmonella Enteritidis e
Salmonella Typhimurium possuem potencial para colonizar o trato reprodutivo de
galinhas. No entanto, apenas S. Enteritidis foi isolada de ovos ap0s postura. Resultado
semelhante foi obtido em inoculag&o de S. Typhimurium, por via oral e intravenosa em
galinhas poedeiras, nao se observando contaminacéo nos ovos (BAKER, 1980).

OKAMURA et al. (2001b), infectaram galinhas poedeiras pela via intravenosa
com seis sorovares de Salmonella spp., ndo havendo resultados positivos em analise
pos-infeccdo. No entanto em nova tentativa com inoculacdo por via vaginal, foram
detectados ovos com interior e casca positivos por Salmonella Enteritidis e Salmonella
Typhimurium (OKAMURA et al., 2001a).

Segundo pesquisa sobre a prevaléncia de Salmonella spp. em ovarios de
galinhas nos EUA, S. Heidelberg foi encontrada em 56% dos isolados, seguida por S.
Agona 13%, S. Oranienburg 6,1%, S. Mbandaka 5,2%, S. Kentucky 3,5%, S.
Montevideo 3,5%, S. London 2,6%, e S. Enteritidis 2,4% (BARNHART et al., 1991).

A contaminacdo também pode ocorrer durante a passagem do ovo pela cloaca,
pelo contato com fezes contaminadas, devido a imaturidade da cuticula que néo
oferece protecdo eficiente contra a penetracdo de bactérias pelos poros da casca, ou
devido ao contato, no meio ambiente, com material contaminado. A diferenca de
temperatura entre o ambiente e ovo poés-eclosdo cria uma pressdo negativa
favorecendo a penetracao de bactérias (MESSENS, 2005).

Na Franca, CHEMALY et al. (2009), investigaram a presenca de Salmonella spp.
em 150 ovos provenientes de 28 granjas de matrizes consideradas positivas para
Salmonella spp. Em 11 (39,35) delas, encontram pelo menos um ovo com a casca
contaminada (1,05%).

No interior do ovo, a multiplicacdo de Salmonella é facilitada pela temperatura de
armazenamento. No albumen, a bactéria apresenta multiplicacdo a 20 °C, sendo
incapaz de se multiplicar em temperaturas inferiores a 10 °C. Multiplica-se rapidamente
na gema que € rica em ferro e outros nutrientes essenciais para o desenvolvimento
bacteriano. A idade do ovo também representa um fator de risco adicional, ovos velhos
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apresentam deterioracdo da membrana vitelina, facilitando a migracdo das bactérias
(ACMSF, 1993; GANTOIS et al., 2009). A permeabilidade da membrana da gema
aumenta em temperaturas de armazenamento acima de 10 ° C (HUMPHREY, 1994).

A infeccdo da progénie, por transmissdo transovariana e horizontal, € um
importante aspecto da epidemiologia das salmoneloses aviarias. Ovos contaminados
poderdo ser incubados juntamente com ovos de boa qualidade e durante o nascimento,
provocar contaminacdo cruzada, resultando no aumento de pintainhos infectados
(WRAY & DAVIES, 1998).

Segundo OPITZ et al. (1992), as principais fontes de infeccbes de lotes de
poedeiras comerciais sdo pintos oriundos de matrizes infectadas, infecgbes cruzadas
nos incubatérios e contaminacdes ambientais nas granjas. Nas granjas havera
disseminacéao horizontal entre os lotes de aves, pelo contato direto ave-a-ave, ingestao
de fezes ou cama, agua de bebida e por equipamentos contaminados, além de
pessoas, roedores e insetos. Instalacbes contaminadas s&o implicadas como
importantes formas de disseminacdo de salmonelas paratiféides (GAST, 1997%). Nos
sistemas convencionais as gaiolas séo dificeis de serem limpas e desinfetadas,
abrigando a bactéria e podendo transmiti-la & novos lotes que utilizem as mesmas
instalagbes (CARRIQUE-MAS et al., 2009).

CRIPPEN et al. (2009), analisando roedores de granjas positivas para
Salmonella spp., encontraram 24% dos camundongos capturados, positivos para
Salmonella Enteritidis. Posteriormente, em analise de fezes de roedores
experimentalmente infectados por esse sorovar, detectaram persisténcia da infeccéo
por 10 meses na populagéo, podendo ser considerada uma ativa fonte de disseminacéo
de Salmonella spp.

Racdes contaminadas sdo fontes de Salmonella spp. BERCHIERI JUNIOR et al.
(1984) isolaram Salmonella em amostras de farinhas de carne, de pena e de pena e
visceras, oriundas de trés fabricas de racdo no Estado de S&o Paulo. Em outro estudo,
em uma granja avicola comercial, BERCHIERI JUNIOR et al. (1989) isolaram 22
sorovares de Salmonella spp. em amostras de farinha de carne, de ra¢do, de cama de

aves e de fezes de rato. Dezenove desses sorovares foram encontrados em farinha de
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carne, demonstrando sua importancia como fonte de contaminagdo para aves de

granjas avicolas comerciais.

2.5. Patogénese

A transmissdo para o0 ser humano, geralmente, ocorre pelo consumo de
alimentos contaminados, principalmente carne e ovos (MILLER, 1989). Ao serem
ingeridas, as bactérias colonizam o trato intestinal e invadem as células M, na placa de
Peyer e eritrdcitos, onde sao fagocitadas por macréfagos gerando uma infecgao local.
Prosseguindo, Salmonella spp. atravessa a camada do epitélio intestinal, alcanca a
lamina prépria e prolifera-se, provocando inflamacdo. Uma resposta leucocitéria
polimorfonuclear limita a infecgdo aos intestinos e aos nddulos linfaticos mesentéricos
adjacentes. A resposta inflamatdria esta relacionada com a liberacdo de
prostaglandinas, que estimulam a adenilciclase, o que acarreta em aumento de
secrecdo de agua e eletrdlitos, provocando diarréia aquosa. Salmonella spp. pode
permanecer viavel no interior dos macrofagos, multiplicando-se e se espalhando para
0s nddulos linfaticos mesentéricos através do sistema circulatorio, podendo atingir o
figado, vesicula biliar, baco, 0ssos, meninges e outros 6rgaos, causando infeccao
sistémica (FINLAY, 1994; FRANCO & LANDGRAF, 1996).

As manifestacdes clinicas da infeccdo em seres humanos por Salmonella spp.
variam de enterocolite a septicemia. Os sintomas, bem como a gravidade da
enfermidade, dependem do sorovar envolvido e da competéncia dos sistemas de
defesa do individuo infectado (FRANCO & LANDGRAF, 1996; GAL-MOR, 2010).
Pessoas muito jovens, idosos ou imunodeprimidos tendem a apresentar quadros
clinicos mais severos, enquanto em adultos saudaveis a enterite tende a ser
autolimitante (MILLER, 1989).

A diarréia é o principal sintoma e sua intensidade varia de paciente para
paciente, sendo acompanhada, algumas vezes, por dores abdominais, cdlicas, febre,
nausea, vomito e cefaléia (SILVA, 1991).
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O género Salmonella é composto por microrganismos que possuem varios
fatores de patogenicidade que propiciam a invasdo e a colonizagdo das células do
hospedeiro, gerando uma série de eventos que levam ao aparecimento da doenca.
Esses fatores podem estar presentes no cromossomo da bactéria, ou em elementos
genéticos transmissiveis, como transposons e plasmidios (VAN ASTEN & VAN DIJK,
2005; VIEIRA, 2009). Alguns sao codificados por um grande agrupamento de genes
conhecido como “Salmonella Pathogenicity Islands” (SPI). Sdo descritas cerca de 19
diferentes ilhas, indicando que foram adquiridas h& véarios anos, como a SPI-1 e outras
especificas para determinados sorovares, provavelmente adquiridas recentemente,
como as SPI-7, SPI-8, SPI-15 (HENSEL, 2004; BARROW et al., 2010).

A capacidade de invasado das células hospedeiras esta associada a expressao
dos genes contidos na Ilha de Patogenicidade de Salmonella 1 (SPI-1). Um dos genes
envolvidos no processo de invasdo é o invA, localizado no operon invABCD. Este gene
codifica a proteina InvA da membrana interna da bactéria que € essencial para invasédo
das células epiteliais do hospedeiro (GALAN & CURTISS IIl, 1989). Sorovares de
Salmonella que nédo possuem o0 gene invA sao incapazes de expressar 0S genes
invABC, impossibilitando a invasao de células de mamiferos (GALAN et al., 1992).

SPI-1 codifica o sistema de secrecao tipo trés (SSTT), que media a translocacgao
de um complexo grupo de proteinas efetoras para o interior das células. Um subgrupo
das proteinas efetoras media a invasdo de células ndo fagociticas, resultando na
reorganizacdo do citoesqueleto de actina da célula hospedeira (SCHIMIDT & HENSEL,
2004). Outro papel de SPI-1 esta associado a expressao de proteinas responsaveis
pelo processo inflamatdrio no epitélio intestinal e aos sintomas de diarréia (HENSEL,
2004).

A replicacdo intracelular da Salmonella spp. esta associada a expressao dos
genes contidos na SPI-2 que sao ativados quando a bactéria é internalizada, estando
ligado a capacidade de sobrevivéncia no interior de células fagociticas e de replicacao
no interior de vesiculas de células eucariontes, sintetizando um segundo SSTT e
levando a infeccdo sistémica. SPI-2 é composta por duas porgles diferentes. Uma
delas presente apenas nos sorovares de S. enterica e outra comum as espécies S.
bongori e S. enterica (HENSEL, 2000; SCHIMIDT & HENSEL, 2004).
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Outras SPI estdo associadas a captacdo de ferro ou magnésio, sintese de
fimbrias, genes de resisténcia a antimicrobianos ou com func¢des ainda ndo definidas
(HENSEL, 2004).

Alguns componentes da estruturas da bactéria sdo essenciais para expressao de
sua patogenicidade. O lipopolissacarideo esta presente na superficie das bactérias
Gram-negativas e € responsavel pela inducdo de efeitos patoldégicos no hospedeiro,
como febre, inflamacé&o, hipotenséo, leucocitose e choque séptico, sendo considerado
uma endotoxina (PERRY, 1993). Os flagelos sdo apéndices de superficie, necessarios
para motilidade e invasdo das células do hospedeiro induzindo a inflamacéo intestinal
(AHMER et al., 1999; HAPFELMEIR et al., 2004). Os mon6émeros protéicos do filamento
flagelar, conhecidos como flagelina, estimulam a resposta imune. Em S. Typhimurium,
0S genes responsaveis pelos antigenos flagelares de fase 1 e 2 sdo expressos pelos
genes fliC e fljB, respectivamente. A inativacdo desses dois genes reduz a inflamagéao

intestinal do hospedeiro (GEWIRTZ et al., 2001; IGABAL et al., 2005).

2.6. Saude Publica

A maioria das infec¢Bes alimentares de seres humanos tém sido associadas ao
consumo de ovos, alimentos preparados com ovos crus ou mal cozidos e carne de
frangos contaminadas por Salmonella spp. (POPPE, 1994). Essas infec¢cbes séo
ocasionadas, principalmente, devido a mudanca de habitos alimentares, ao modo de
producao desses alimentos, estocagem e distribuicdo (CAFFER & EIGUER, 1994).

A contaminacdo de produtos avicolas, como carne e 0vosS para Consumo
humano, pode ocorrer durante o abate, contato com superficies contaminadas, durante
0 processamento, contaminagcdo cruzada pela méo dos manipuladores e durante o
preparo dos alimentos (SILVA, 1991).

Estudando os fatores epidemiologicos de 23 surtos de salmoneloses ocorridos
no Estado de Sao Paulo, PERESI et al. (1998a), observaram que o agente foi veiculado

em 22 (95,7 %) deles por alimentos contendo ovos.
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Em agosto de 2010, foram retirados cerca de 550 milhdes de ovos das
prateleiras dos supermercados, nos Estados Unidos da América, por suspeita da
presenca de Salmonella spp. Os ovos foram produzidos por duas empresas, que 0S
comercializavam sob varias marcas, distribuidas em diversas regides do pais (JONES,
2010). Ovos foram associados a casos de infecgcdes alimentares envolvendo 3.578
pessoas, no periodo de primeiro de maio a 30 de novembro de 2010, em dez estados
americanos. Em dezembro de 2010, 1.939 desses casos foram confirmados, onde a
estirpe isolada foi Salmonella Enteritidis (CDC, 2010a).

No inicio de janeiro de 2012 foram registrados 156 casos de salmonelose no
municipio de Batatais — SP, com um 6bito, devido ao consumo de maionese caseira em
um restaurante local. As amostras positivas foram encaminhadas para o Instituto Adolfo
Lutz que confirmou a presenca de Salmonella Enteritidis (CVE, 2012).

No sul da Australia, na regido metropolitana de Adelaide, foram investigados
noventa e quatro casos de salmonelose ocorridos em 2008. Segundo relatos dos
individuos acometidos, 62,8% haviam ingerido carne de frango e 47,9% ovos, antes do
aparecimento dos sintomas. Foram identificados 31 sorovares, com predominancia de
S. Typhimurium em 61,7% dos casos. Em posterior analise, S. Typhimurium e S.
Infantis foram isoladas de carcagas de frangos. Nao foi isolada nenhuma estirpe do
conteudo interno dos ovos; no entanto Salmonella Infantis foi detectada na superficie
externa de 3,5% deles (FEARNLEY et al., 2011).

Em agosto de 2010, em 18 estados dos EUA, ocorreram 44 casos, envolvendo
consumo de carne de frango de uma empresa que fornecia comida pronta congelada,
sendo isolado o sorovar Salmonella Chester (CDC, 2010b).

Em 2004, nos EUA, uma cadeia de supermercados foi apontada como
responsavel por infec¢des alimentares em nove estados devido a comercializacdo de
carne moida contaminada por Salmonella Typhimurium (CDC, 2006). Na Austrélia em
2005, figado de cordeiro foi responsavel por um surto de S. Typhimurium (HESS et
al., 2008). Em 2007, na Europa, ocorreram 37 surtos envolvendo carne suina e
derivados (EFSA, 2009).

Na Europa, nos ultimos anos, houve um aumento significativo de casos humanos

de infeccédo por Salmonella Typhimurium associados a alimentos. Em 2008, 3,9% dos
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surtos relatados foram causados por esse sorovar, tendo a carne de porco como
alimento veiculador. Levantamentos epidemiolégicos apontam a carne suina como
possivel causador do recente aumento de casos na Unido Européia (EFSA, 2010b).

Produtos lacteos normalmente estdo envolvidos em distlrbios gastrintestinais
devido a problemas na pasteurizacdo, consumo de leite cru ou derivados e
contaminacdo pos-pasteurizacdo. Um exemplo € o surto causado por Salmonella
Typhimurium na Pensilvania, EUA, em 2007, pelo consumo de leite cru. O agente foi
isolado em seres humanos acometidos e no leite. Uma investigacdo confirmou que a
fonte de Salmonella Typhimurium foi o leite cru e derivados crus de um lacticinio (CDC,
2007).

Outros produtos relacionados a infeccao por Salmonella spp. séo frutas, verduras
e legumes, referidos como potenciais veiculos de infeccdo gastrintestinal. Eles séo
consumidos, em sua maioria, crus podendo se contaminar em sua producao, durante o
armazenamento ou mesmo no varejo. Em 2002, tomates cultivados e embalados no
estado da Virginia (EUA), contaminados por Salmonella Newport, provocaram distirbios
intestinais em 510 pessoas de 26 outros estados (KRETSINGER et al,
2003). Posteriormente, em julho e novembro de 2005, a mesma estirpe causou
disturbios em pelo menos 72 pessoas em 16 estados dos EUA. Estudos realizados
durante o surto de 2005, confirmaram que o tomate foi a via de transmisséo e que a
contaminacdo deveu-se a agua da lagoa, utilizada na irrigacdo da plantacédo
(GREENE et al., 2008).

No final de 2005, tomates servidos em um restaurante estiveram ligados a um
surto por Salmonella Braenderup, com 82 casos confirmados. Os tomates implicados
foram cultivados em dois campos na Florida, ndo se isolando o agente em
investigacdes de amostras ambientais (CDC, 2005a).

Em abril de 2010, o consumo de salame causou infeccdo alimentar por
Salmonella Montevideo em 272 pessoas de 44 estados dos EUA, sem nenhuma
notificacdo de 6bito (CDC, 2010c). A bactéria encontrava-se nas pimentas vermelhas e
pretas utilizadas na preparagédo do embutido.

Surto ocasionado por Salmonella sorovar | 4, 5, 12: i: -, afetou 140 pessoas de

26 estados americanos, do dia primeiro de novembro de 2010 a 11 de fevereiro de
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2011. A via de transmissao foi atribuida ao consumo de brotos de alfafa misturados
com brotos de rabanetes e trevos crus. O alimento foi comercializado em varios estados
dos EUA, sendo que 50% dos casos ocorreram em llinois. As investigagBes concluiram
que a estirpe de Salmonella spp. encontrava-se na agua que irrigava a cultura (CDC,
2011a). Em julho de 2010, em 11 estados americanos, 44 individuos foram
contaminados por Salmonella Newport em decorréncia do consumo de brotos de alfafa
crus (CDC, 2010d).

Desde a década de 1980, Salmonella Enteritidis tem sido um dos mais comuns
agentes de infeccdo alimentar de seres humanos em virtude da ingestdo de ovos e
derivados (COGAN & HUMPHREY, 2003; EFSA, 2010a). Duzentos e noventa e oito
(80%) dos 371 surtos de origem conhecida por Salmonella Enteritidis de 1985 a 1999,
foram associados a ovos (PATRICK et al., 2004).

Salmoneloses humanas causadas por S. Typhimurium, envolvendo consumo de
ovos, raramente sado relatadas pela Unido Européia, totalizando 3,5% dos casos, contra
77,2% causados por S. Enteritidis (EFSA, 2010a).

Em 2006, 165.023 casos confirmados de salmonelose humana, foram relatados
pela Unido Européia, através do Sistema Europeu de Vigilancia (EFSA, 2009).
Salmonella Enteritidis foi identificado como o agente etiologico responsavel por 62,5%
dos casos, Salmonella Typhimurium, 12,9% e outros sorovares foram responsaveis por
menos de 2% das infeccdes (BRANDEN, 2006).

No Reino Unido, a epidemia devido a Salmonella Enteritidis PT4 teve inicio entre
1982 e€1983, atingindo seu pico em 1993, declinando a partir de 1997 (DEFRA, 2007).
Em 2008 foram introduzidas medidas de controle para Salmonella spp. com adocao de
programas de vacinacao e controle de infeccdes em matrizes. Desde entdo, o niumero
de infecgcbes em humanos causados por Salmonella Enteritidis, especialmente PT4,
diminuiu drasticamente (COGAN & HUMPHREY, 2003). Segundo a Agéncia de
Protecdo da Saude do Reino Unido (HPA, 2010), o nimero de isolamentos de
Salmonella Enteritidis PT4, foi de 15.564 em 1999 para 581 em 2009.

Os custos médicos e as perdas de produtividade devido as infec¢des por
Salmonella spp. nos EUA foram estimados em um bilhdo de dolares em 1987
(ROBERTS, 1988), aumentando para quatro bilhdes em 1994, tendo Salmonella
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Enteritidis como principal agente etiologico. De acordo com a Organizacdo Mundial da
Saude, os EUA possuiam a menor incidéncia de S. Enteritidis entre os paises
desenvolvidos (ZEIDLER, 1996).

No Brasil, investigagdes de surtos de infeccOes alimentares ocorridos em
diferentes regides e envolvendo alimentos variados, constataram que Salmonella
Enteritidis era o principal sorovar responsavel pela salmonelose humana (PERESI et
al.,1998b; GELLI et al., 1998).

Segundo TAUNAY et al. (1996), foram identificadas no Estado de Sao Paulo, de
1950 a 1990, 45.862 estirpes de Salmonella, sendo 31.517 isoladas de infecgcOes
humanas e 14.345 isoladas de material de outras origens. Salmonella Enteritidis
correspondeu a um percentual de 0,4% dos sorovares isolados. Ja no periodo de 1991
a 1995, TAVECHIO et al. (1996) avaliaram 5.490 estirpes de origem humana e 3.236 de
material ndo humano. Salmonella Enteritidis correspondeu a 1,2% dos isolados em
1991, 2% em 1992, 43,3% em 1994 e 64,5% em 1995.

2.7. Resisténcias a Antimicrobianos

O aumento da resisténcia antimicrobiana tem implicagdes importantes na saude
publica. Estudos moleculares tornaram possivel tracar a rota desta resisténcia, que
pode ser adquirida por mutaces no DNA cromossomal ou por aquisicdo de material
genético extracromossdmico por meio de plasmidios e transposons (VAZQUEZ et al.,
2002).

Drogas antimicrobianas, as quais 0s animais de producdo Sdo expostos,
exercem uma pressao seletiva que conduz a selecdo de estirpes resistentes. O uso
indiscriminado e a administracdo de doses subterapeuticas em racdes animais como
promotores de crescimento agravam mais o processo de resisténcia (SMITH et al.,
2002; OLIVEIRA et al., 2005). A presenca de estirpes resistentes em produtos de
origem animal pode ameacar a eficacia de antimicrobianos em humanos (COHEN &
TAUXE, 1986; SMITH et al., 2002).
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Durante décadas, ampicilina, sulfametoxazol-trimetoprim e cloranfenicol foram os
agentes antimicrobianos recomendados para o tratamento de infec¢cdes graves
causadas por Salmonella spp. Hoje altas taxas de resisténcia a esses medicamentos
tém dificultado o tratamento dessas infec¢cdes. Nos Estados Unidos a resisténcia a
tetraciclina passou de 9% em 1980 a 24% em 1990 enquanto a ampicilina de 10% a
14%, no mesmo periodo (SMITH et al., 2002). Ha relato de um caso fatal num paciente
infectado com Salmonella resistente ao cloranfenicol (COHEN & TAUXE, 1986).

No Reino Unido, a resisténcia de S. enterica sorovar Typhimurium a
antimicrobianos € alta, com 45% dos isolados resistentes a tetraciclina, 40% as
sulfonamidas e 17% apresentando resisténcia a ampicilina. Esta multiresisténcia tem
sido associada a disseminacdo de um clone de S. enterica sorovar Typhimurium
denominado de DT104 (MOLBAK et al., 1999).

Os niveis de resisténcia aos antimicrobianos denotam o efeito nocivo da
utilizacdo indiscriminada dessas drogas em granjas avicolas (BERCHIERI JUNIOR et
al.,1987).

MENDONCA et al. (2011), analisaram 32 estirpes de Salmonella Minnesota,
provenientes de uma unidade de abate de frango localizada em Nuporanga SP,
isoladas tanto da granja responsavel pelo fornecimento das aves, quanto do
abatedouro. Observaram que 100% das estirpes eram resistentes a lincomicina,
93,75% a tetraciclina e a sulfonamida, 28,12% a amoxacilina, 6,25% a gentamicina e a
trimetropima e 3,125% a ceftazimida. Trinta estirpes (93,75%) apresentaram resisténcia
a trés ou mais antibioticos, caracterizando-se como multirresistentes.

FLORES et al. (2011), analisando o perfil de resisténcia de estirpes de
Salmonella Enteritidis e Salmonella Senftenberg, adquiridas em granja comercial de
frango de corte, observaram mudltipla resisténcia a penicilina, eritromicina, lincomicina e
oxaciclina.

Em analise de 200 amostras de racéo avicola BERCHIERI JUNIOR et al. (1993)
verificaram que as estirpes de Salmonella spp., isoladas em 20 (10%) das amostras de
racdo, possuiam resisténcia a tetraciclina, 75% a cefalotina, 46,5% a ampicilina, 21,4%
a amicacina e sulfazotrim, 17,9% ao cloranfenicol e 6,3% a cefoxitina. BERCHIERI
JUNIOR, et al. (1985) testaram o comportamento de 139 estirpes de Salmonella spp.
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isoladas de amostras de farinha de origem animal, frente a antimicrobianos, verificando
gue 100% das estirpes isoladas possuiam sensibilidade ao cloranfenicol e sulfato de

colistina e resisténcia a sulfazotrim, bacitracina e penicilina.

2.8. Aplicacdo de Métodos Moleculares para Deteccdo de Salmonella spp. em

Ovos.

Os métodos analiticos para pesquisa de Salmonella spp. em ovos e outros
produtos, se definem por diagnéstico microbiolégico, com isolamento em meios
seletivos e identificacdo do agente utilizando-se testes bioquimicos e sorolégicos
(SOUMET et al., 1999). Porém, metodologias de diagndstico executaveis em curto
periodo, constituem-se em estratégias muito utilizadas (RIJPENS, 1999; FRESCHI et
al., 2005).

A amplificacdo do DNA por meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
trouxe mais rapidez e precisdo ao diagnostico (SANTOS 2001; RODRIGUES, 2002)
obtendo maior aceitacdo entre as demais técnicas moleculares, devido sua alta
sensibilidade e especificidade, se tornando uma estratégia confidvel e de melhor custo
beneficio para deteccdo de Salmonella spp. em carnes, fezes, tecidos, sangue, leite e
ovos, com metodologias de manipulagéo distintas, visando inativar possiveis inibidores
da reacdo (FADL etal., 1995; WOODWARD & KIRWAN, 1996; RIJPENS, 1999).

A PCR foi descrita por Kary Mullis em 1986, caracterizando-se pela sintese de
ciclos repetidos de desnaturacdo do DNA, anelamento dos oligonucleotideos (“primers”
gue definem o DNA alvo a ser amplificado) e extensdo dos primers, formando a base
para deteccdo de sequéncias especificas de acidos nucléicos (PERSING, 1991).

Comparando a analise bacteriol6gica convencional com a PCR, GOUVEA (2009)
analisou 34 amostras de peitos de frango artificialmente contaminadas com Salmonella
spp. e 31 amostras de carcacas de frango adquiridas no varejo. Das amostras
artificialmente contaminadas, 97% se confirmaram positivas no exame microbioldgico e

100% na PCR. Duas amostras adquiridas no varejo apresentaram resultados positivos
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no exame microbiologico que ndo foram confirmados pela PCR. Nao havendo diferenca
estatistica entre os dois métodos.

FLORES et al. (2003) compararam a técnica de andlise bacteriolégica
convencional a PCR na analise de amostras de ovos obtidas em propriedades rurais
em Santa Maria, no Estado do Rio Grande do Sul e constataram que a PCR é tdo
eficiente quanto o método bacteriolégico, com tempo de analise muito inferior, com
rapidez e preciséao.

HOORFAR et al. (1999) relataram que a PCR nado € vulneravel a reacfes
atipicas e ndo depende de variacdes fenotipicas evitando, assim, resultados falso-
negativos fornecidos pela técnica microbioldgica.

GALAN et al. (1992) efetuaram a caracterizagdo molecular de um dos genes de
invasdo de Salmonella, denominado inv, como o primeiro de um operon de genes
arranjados na mesma unidade transcricional, que codificaria proteinas relacionadas a
penetracdo celular presente na maior parte de sorovares do género Salmonella. Sendo
denominado gene alvo para detec¢cdo de Salmonella spp. (SALEHI, et al., 2005).

SANTOS et al. (2001) avaliaram a especificidade, seletividade e sensibilidade
dos oligonucleotideos iniciadores derivados do gene invA na deteccéo de nove culturas
padrdo de Salmonella spp., obtendo uma amplificacdo de DNA em todas as amostras
analisadas.

WANG & YEH (2002) descreveram uma sequéncia de nucleotideos para
deteccdo de Salmonella Enteritidis com inser¢ao no gene IE, denominando o par de
primers IE1L e IE1R. Vinte e quatro estirpes de Salmonella Enteritidis foram testadas
juntamente com diversos sorovares de Salmonella e diferentes espécies bacterianas.
Todas as amostras de S. Enteritidis geraram produtos de PCR com peso molecular de
316pb, ndo apresentando nenhum resultado falso positivo.

CHIOU & OU (1996), utilizaram a técnica de PCR, com dois pares de
oligonucleotideos, cromossomal invA e plasmidial spvC e exame bacterioldgico para
analisar amostras de fezes de 57 criancas com grastroenterite. Quarenta pacientes
encontravam-se infectados por Salmonella spp. Trinta e oito amostras foram positivas
pela PCR e trinta e duas no exame microbioldégico. Duas amostras apresentaram

resultado positivo na cultura e ndo foram detectadas na PCR, supondo-se a presenca
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de compostos inibitérios, como bilirrubina, ndo suficientemente reduzidos pela diluicdo
utilizada.

VON RUCKERT (2006), utilizando a técnica de PCR para deteccdo de
Salmonella spp. em carcagas de frangos durante o abate, detectou 27 amostras
positivas em 90 analisadas.

Em analise de 86 amostras de carne de frango, 104 de carne de peru e 54 de
carne moida FRATAMICO (2003) detectou através do método de PCR, utilizando o
gene invA, 35,5% das amostras de carne de frango positivas para Salmonella spp.,
28,8% positivas das amostras de carne de peru e 6,5% das amostras positivas de carne
moida. Outros trés diferentes testes foram usados sendo que a PCR apresentou maior

sensibilidade e confiabilidade.
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llI- OBJETIVOS

3.1- Objetivo geral

Avaliar a presenca de Salmonella spp. em ovos brancos destinados ao consumo

humano.

3.2- Objetivos Especificos

3.2.1. Avaliar amostras de ovos brancos provenientes de supermercados quanto

a presenca de Salmonella spp. por meio de andlise microbiolégica convencional.

3.2.2. Anélise molecular por meio da reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR),

utilizando gene invA para pesquisa de Salmonella spp., gene IE1 para pesquisa de

Salmonella Enteritidis e gene fliC para pesquisa de Salmonella Typhimurium.

3.2.3. Andlise da reacéo das estirpes isoladas frente & agdo de antimicrobianos.
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IV. MATERIAL E METODOS

4.1. Delineamento experimental

Os ovos brancos destinados ao consumo foram adquiridos em quatro
supermercados (identificados pelas letras A, B, C e D), situados na cidade de
Jaboticabal-SP. Foram realizadas quatro colheitas em cada supermercado, com
intervalos de 21 dias entre cada uma, correspondendo a 16 visitas. O nimero de ovos
colhidos foi baseado no recebimento semanal da mercadoria pelo estabelecimento
(Tabela 1).

Os estabelecimentos comerciais escolhidos para aquisicdo dos ovos foram
selecionados por possuirem diferentes origens e diferentes distribuidores do produto.
Os ovos eram comercializados em bandejas de papeldo de doze unidades embaladas

com plastico filme. As colheitas foram realizadas de janeiro a junho de 2011.

4.1.1. Parametros estatisticos para amostragem

Para determinar o nimero minimo de amostras foi utilizada a férmula de
amostragem descrita por THRUSFIELD (2007).

Formula para célculo do tamanho da amostra (n)

n=22.p.(1-p)=22.1,0.99,0 =1.584 =1.700 ovos
d?2 0,52
Onde: P= prevaléncia estimada de contaminacdo= 1,0%
Confianca=95,0% > a= 50% >z=16=2,0
Desvio= 0,5%
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Tabela 1. Valores amostrais totais com base no nimero de ovos brancos para consumo

recebidos semanalmente.

Supermercados
A B C D Total

Numero de Ovos 3.000 2.100 2.520 2.100 9.720
recebidos semanais
Parcela Amostral 31 21.6 25.9 21.6 100

(%)
N° de ovos colhidos 520 380 420 380 1.700

(total)
Total final de Amostras 104 76 84 76 340

(pool 5 ovos)

4.2. Processamento das Amostras

Os ovos foram encaminhados ao Laboratério de Ornitopatologia do

Departamento de Patologia Veterinaria da FCAV-Unesp e processados imediatamente.

As amostras eram compostas por cinco ovos, com conteudo interno e casca, quebrados

e homogeneizados em recipiente plastico. Os ovos foram incubados a 37°C por 24

horas.

4.3. Analise Microbiologica

4.3.1. Enriquecimento seletivo
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De cada recipiente plastico, transferiu-se 2,0 mL para tubos contendo 20 mL de
caldo Selenito (Oxoid® CM 8395), acrescidos de solugdo de novobiocina (0,004%) e
0,2 mL para tubos contendo 20 mL de caldo Rappaport- Vassiliadis (Oxoid® CM 669),
também acrescido de solucdo de novobiocina (0,004%). Os caldos foram incubados a
37C° por 24 horas.

4.3.2. Semeadura em placas

Apds o enriquecimento seletivo, aliquotas das culturas foram semeadas em
placas contendo &gar Verde Brilhante (Oxoid CM 0263) e agar Xilose-Lisina Tergitol4
(XLT4) (Difco™ 223420), que foram incubadas por 24 horas a 37°C.

4.3.3. Testes bioquimicos presuntivos

Colénias ndo fermentadoras de lactose foram transferidas para agar Triplice
Acucar Ferro (TSI) (Oxoid® CM 277) inclinado e agar Lisina Ferro (LIA) (Oxoid®
CM381) inclinado, que foram incubados a 37°C por 24 horas. As coldnias que
apresentaram caracteristicas sugestivas do género Salmonella foram semeadas em

agar Luria Bertani (LB) (Difco™ 240110) que foram incubadas a 37°C por 24 horas.

4.3.4. Caracterizacao antigénica da estirpe bacteriana - prova sorologica

As colbnias bacterianas isoladas das amostras de ovos, presentes em agar (LB),

foram selecionadas para teste de aglutinacdo em lamina, com soros polivalentes anti-
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antigenos somaticos (O) e anti-antigenos flagelares (H) de Salmonella spp. (Probac do
Brasil). As colbnias que reagiram positivamente foram transferidas para tubos contendo
agar nutriente (Oxoid® CM3) e enviadas ao Instituto Adolfo Lutz, em S&o Paulo/SP para

tipificacéo do sorovar.

4.4. Andlise Molecular utilizando-se a Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

4.4.1. Obtencao do DNA

Transferiu-se 1,0 mL do cultivo inicial dos ovos nos recipientes de plastico para
frascos contendo 10 mL de caldo LB (Invitrogen 12780-052). Os frascos foram
incubados por 24 horas a 37°C.

Apés o periodo de incubacdo, foram transferidos 2 mL da cultura para
microtubos de 2,0 mL, que foram centrifugados por 3 minutos a 13.000 giros por minuto
(gpm) (centrifuga Mini Spin - Eppendorf). Em seguida, o sobrenadante foi descartado e
o sedimento foi suspenso com 100 uL de agua ultra pura (SIGMA, W4502). A seguir, 0s
tubos foram submetidos a fervura em banho seco (VHD, B2-AQ) a 100°C por 10
minutos, resfriados a temperatura ambiente e centrifugados por 30 segundos a 9.000
gpm. Os sobrenadantes foram transferidos para microtubos de 0,5 mL, resfriados por

duas horas a temperatura de 4°C e estocados a -20°C.

4.4.2. Utilizac&o do primer invA para pesquisa de Salmonella spp. pela PCR

Com base no gene invA encontrado no género Salmonella (FRATAMICO, 2003),

foram elaborados os primer para utilizacdo na PCR, para pesquisa de Salmonella spp.
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Tabela 2. Concentragéo dos reagentes empregados na PCR para amplificacdo do gene

iNVvA.
Reagentes Volume/tubos Concentracéo Concentracéo final
puL estoque
Agua ultra pura (SIGMA, 13 - -
W4502)
Tampao (Invitrogen Y02028b) 2,0 10x concentrado 1x concentrado
MgCI2 (Invitrogen Y02016b) 0,6 50 mM 1,50mM
dNTP (Fermentas R0191) 0,4 10 mM 0,2mM
Iniciador 1 0,9 42.01 nmol 1,89 nmol/uL
(Invitrogen 5208501 428D02)
Iniciador 2 0,9 40.29 nmol 1,81 nmol/uL
(Invitrogen 5208501 428D03)
Tag DNA 0,2 5U/uL 1U/uL
polimerase (Fermentas:
EP0402)
DNA extraido do ovo 2,0 10ng/uL 1ng/uL
Total uL 20 - -

4.4.3. Utilizacdo de primers IE1 e fliC para pesquisa de Salmonella Enteritidis e

Salmonella Typhimurium pela PCR

As amostras que se apresentaram positivas para Salmonella spp. na PCR com

base na amplificacdo do gene invA foram submetidas a PCR para averiguacédo de

Salmonella Enteritidis com oligonucleicos iniciadores do gene IE1 (WANG & YOU,
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2002) e Salmonella Typhimurium com oligonucleicos do gene fliC (dados né&o

publicados).

Tabela 3. Concentracéo de reagentes empregados na PCR para amplificacdo do gene

IE1.
Reagentes Volume/tubos Concentragéo Concentracéo final
pL estoque
Agua ultra pura (SIGMA, 14 - -
W4502)
Tampdo (Invitrogen Y02028b) 2,0 10x concentrado 1x concentrado
MgCI2 (Invitrogen Y02016b) 0,6 50 mM 1,50mM
dNTP (Fermentas R0191) 0,4 10 mM 0,2mM
Iniciador 1 0,4 22.21 nmol 0,44 nmol/uL
(Invitrogen 5187277 362606)
Iniciador 2 0,4 24.15 nmol 0,48 nmol/uL
(Invitrogen 5187277 362607)
Taq DNA 0,2 5U/uL 1U/uL
polimerase (Fermentas:
EP0402)
DNA extraido do ovo 2,0 10ng/uL 1ng/uL
Total uL 20 - -
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Tabela 4. Concentragéo de reagentes utilizados na PCR para amplificacdo do gene fliC.

Reagentes Volume/tubos Concentragao Concentracao final
plL estoque
Agua ultra pura (SIGMA, 14 - -
W4502)
Tampao (Invitrogen Y02028b) 2,0 10x concentrado 1x concentrado
MgCI2 (Invitrogen Y02016b) 0,6 50 mM 1,50mM
dNTP (Fermentas R0191) 0,4 10 mM 0,2mM
Iniciador 1 0,4 21.23 nmol 0,42 nmol/uL
(Invitrogen 5190045 247H10)
Iniciador 2 0,4 22.53 nmol 0,45 nmol/uL
(Invitrogen 5190045 247H11)
Tag DNA 0,2 5U/uL 1U/uL
polimerase (Fermentas:
EP0402)
DNA extraido do ovo 2,0 10ng/uL 1ng/uL

Total pL 20 ; ]




Tabela 5. Sequéncia Primers utilizados na PCR.
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Alvo Iniciadores Sequéncia Amplicon Referéncia
(pb)
iNnvA
(iniciador direto) 5-CGGTGG TTT TAAGCG TAC
TCTT-3
(FRATAMICO,
Salmonella 796 2003).
spp invA 5'- CGA ATA TGC TCC ACA AGG
(iniciador reverso) TTA=-3
flic 5- CCC GCT TAC AGG TGG ACT
(iniciador direto) AC-3
Dados néo
Imonell
Salmonella 433 publicados
Typhimurium fliCc 5"~ ACG GGG TTT TCG GTG
(iniciador reverso) GTTGT -3
IE1 5 — AGT GCC ATACTT TTAATG
(iniciador direto) AC-3
Salmonella
(WANG &
Enteritidis IE1 5 — ACT ATG TCG ATA CGG TGG 316 YOH, 2002)
G-3

(iniciador reverso)

4.4.4. Amplificagédo dos genes invA, IE1 e fliC

A amplificacéo foi realizada em termociclador (MyCycler — Thermal cicler - Bio-

Rad). As etapas consistiam de desnaturacao inicial a 94°C por 2 minutos, seguida de

30 ciclos repetidos de 94°C por 1 minuto para desnaturagéo, 58°C por um minuto para

pareamento, 72°C por um minuto para extensdo, com extensdo final a 72°C por 7

minutos.
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4.4.5. Andlises dos produtos amplificados

As amostras foram submetidas, juntamente com marcador de peso molecular
GeneRuler 100pb ladder (Fermentas SM0241/2/3) a eletroforese em gel de agarose a
1% (Fermentas R0491) preparado em TAE (tampdo acetato EDTA) e corado com
GelRed Nucleic Acid Gel Stain® 10.000x (Biotium 41003) de acordo com protocolo do
fabricante, sob uma corrente elétrica de 70V por 1 hora e 40 minutos (Powerpac HC —
Bio-Rad). A verificacdo dos fragmentos de DNA, apds a migracdo em eletroforese, foi

realizada em aparelho fotodocumentador (Stratagene Eagle Sight Eagle Eye II).

4.5. Antibiograma

Estirpes isoladas de Salmonella spp. dos ovos foram submetidas a analise de
sensibilidade a antimicrobianos, seguindo-se o método de Kirby-Bauer (BAUER et al.,
1966).

As colbnias bacterianas isoladas foram transferidas para 10 mL de caldo infusédo
cérebro-coracdo (BHI) (Oxoid CM1032) e incubadas sob agitagdo a 37°C overnight.
Ap6s periodo de incubagédo, o indculo foi centrifugado e a turbidez do foi ajustada ao
equivalente a 0,5 da escala McFarland, que corresponde a, aproximadamente,
1,5x10%UFC/mL, em solucéo salina 0,85%.

A suspenséo bacteriana foi espalhada na superficie de agar Mueller-Hinton (MH)
(Oxoid CM0337), com suabe estéril, permanecendo em temperatura ambiente por 15
minutos. Em seguida, foram inseridos, com auxilio de pinga previamente flambada,
discos impregnados com seguintes antimicrobianos: tetraciclina (30mcg), cefalotina
(30mcg), ampicilina (10mcg), amoxicilina (10mcg), acido nalidixo (30mcg), gentamicina

(10mcg), cloranfenicol (30mcg), estreptomicina (10mcg), penicilina g (10un), sulfazotrim
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(25mcg), amoxicilina + acido clavulanico (30ug), sulfametoxazol + trimetropim (25ug),
resguardando espaco de 2 cm do disco para a borda da placa e de 3 cm entre um disco
e outro. As placas foram incubadas a 37°C por 24h.

A interpretacdo dos resultados foi realizada através de critérios especificos
estabelecidos para cada agente antimicrobiano a fim de classificar as estirpes como
sensiveis, intermediarias ou resistentes, utilizando a tabela padrdo para interpretacdo
de halos de inibicdo estabelecida pelo National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) (CLSI M100-S21, 2011). A leitura dos halos de inibicdo foi

realizada em milimetros com auxilio de uma régua.

4.6. Andlise Estatistica

Os dados relativos a contaminag¢é@o das amostras de ovos foram analisados pelo
teste ndo paramétrico do Qui-quadrado com nivel de significancia de 5% (p<0,05)
(GREENWOOD & NIKULIN, 1996) e pela Razdo de Prevaléncia para avaliar a
prevaléncia do fator de risco na variagdo amostral com o respectivo Intervalo de
Confianca com confianca de 95% (CORNFIELD, 1951).
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V. RESULTADOS

5.1. Analise Microbiolégica

A presenca de Salmonella spp. foi investigada em 340 amostras de ovos
provenientes de quatro supermercados da cidade de Jaboticabal-SP que recebiam ovos
de diferentes origens. Dos quatro estabelecimentos, trés apresentaram, ao menos, uma
amostra positiva para Salmonella spp.

Foram isolados os sorovares Salmonella Mbandaka e Salmonella enterica
subespécie enterica 6,7: zi0:- nos supermercados A e B e Salmonella Braenderup no
supermercado D. N&o houve isolamento de Salmonella spp. nas amostras obtidas no

supermercado C (Tabela 6).

Tabela 6. Sorovares isolados de ovos brancos de acordo com a colheita considerando

os estabelecimentos em que eram comercializados.

Supermercado Sorovar isolado
A B C D
Colheita 1 + - - - S. Mbandaka
Colheita 2 + - - + S. Mandaka; S. enterica subespécie

enterica 6,7: zio:- ; S. Braenderup
Colheita 3 + + - - Salmonella spp.; S. Mandaka; S.
enterica subespécie enterica 6,7: z1o:-
Colheita 4 - - - -

- Auséncia de Salmonella spp.

+ Presenca de Salmonella spp.
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Tabela 7. NUmero de amostras positivas para Salmonella spp. em relagdo ao numero

total de amostras por supermercado.

Supermercado
NUmero de amostras A B C D Total
positivasinimerode 51545 1776 /84 1/76b  5/340

amostras totais

- Auséncia de Salmonella spp. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente

significativa (x°, p<0,05).

Das amostras obtidas no supermercado A, na primeira colheita, uma continha
Salmonella Mbandaka, na segunda colheita uma amostra continha Salmonella
Mbandaka e Salmonella enterica subespécie enterica 6,7: zio:-, na terceiras colheita
isolou-se Salmonella spp. No supermercado B, na terceira colheita, uma amostra
continha Salmonella Mbandaka e Salmonella enterica subespécie enterica 6,7: zio:- €
no supermercado D, na segunda colheita uma amostra continha Salmonella
Braenderup.

Em uma mesma amostra, tanto do supermercado A quanto do supermercado B,
na segunda e terceira colheitas, respectivamente isolou-se os sorovares Salmonella

Mbandaka e Salmonella enterica subespécie enterica 6,7: zio:-.

Tabela 8. Prevaléncia de Contaminacéo por Salmonella spp. em ovos

Supermercado
A B C D Total de 340
amostras
Prevaléncia de 2,9a 1,3b - 1,3b 1,47

Contaminacéao (%)

- Auséncia de contaminacdo por Salmonella spp. em amostras. Letras diferentes indicam diferenca

estatisticamente significativa (x°, p<0,05).
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5.2. Analise molecular pela PCR

Nas 340 amostras de ovos a PCR foi realizada em duplicata.

As amostras submetidas a analise molecular na pesquisa de Salmonella spp.
com o gene invA apresentaram cinco resultados positivos para o agente. Na Figura 1
esta ilustrada a foto do gel de agarose com bandas referentes a uma amostra em
duplicata contendo Salmonella spp.

N&o foi observado resultado positivo na utilizacdo do primer IE1 especifico para
Salmonella Enteritidis, nem na utilizagdo do primer fliC especifico para Salmonella

Typhimurium presentes na Figura 2.

Figura 1. Eletroforograma em agarose 1%. MW: marcador de tamanho molecular (GeneRuler
100pb ladder). 1: controle positivo (796 pb), 2 e 3: amostra positiva em duplicata para
Salmonella spp. (796 pb).

Figura 2. Eletroforograma em agarose 1%. MW: Marcador de tamanho molecular (GeneRuler
100pb ladder). 1: controle positivo SE (316 pb). 2: amostra de ovos positiva para
Salmonella spp. 3: controle positivo ST (433 pb). 4: amostra de ovos positiva
Salmonella spp. 5: controle negativo.
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5.3. Antibiograma

As estirpes de Salmonella spp. isoladas dos ovos foram submetidas a testes de
sensibilidade, conforme a técnica de Kirby-Bauer (BAUER et al., 1966).

Todas as estirpes apresentaram resisténcia a cefalotina, estreptomicina e
penicilina g e resisténcia intermediaria ao sulfazotrim e clorafenicol. As estirpes isoladas
apresentaram maior sensibilidade a Amoxicilina + acido clavulanico, ndo havendo
antimicrobiano eficiente para todas as estirpes. Os dados obtidos estdo descritos na
tabela 9.

O sorovar de S. Mbadaka isolada na primeira colheita no supermercado A,
apresentou resisténcia ao acido nalidixo (30mcg), a cefalotina (30mcg), estreptomicina
(10mcq), tetraciclina (30mcg), gentamicina (10mcg) e penicilina g (10un). Ja a estirpe
de S. Mbandaka isolada na segunda colheita no supermercado A apresentou
resisténcia a estreptomicina (10mcg) gentamicina (10mcg), penicilina g (10un) e S.
enterica 6,7: z10:-, também isolada no supermercado A na segunda colheita,
apresentou resisténcia ao acido nalidixo (30mcg), a cefalotina (30mcg), estreptomicina
(10mcg), penicilina g (10un). A estirpe de S. Braenderup isolada do supermercado D na
segunda colheita apresentou resisténcia ao acido nalidixo (30mcg), a cefalotina
(30mcg), estreptomicina (10mcg), penicilina g (10un). A estirpe de S. Mbandaka isolada
no supermercado B na terceira colheita apresentou resisténcia a cefalotina (30mcg),
estreptomicina (10mcg), tetraciclina (30mcg), penicilina g (10un) e a estirpe de S. 6,7:
z10:-, também isolada no supermercado B na terceira colheita, apresentou resisténcia a

cefalotina (30mcg), estreptomicina (10mcg) gentamicina (10mcg) e penicilina g (10un).



Tabela 9. Resisténcia das estirpes de Salmonella spp. isoladas de ovos brancos a antimicrobianos.
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SFT NAL CLO CFL EST TET GN AMO AMC PN SXT AMP

(25mcg)  (30mcg)  (30mcg)  (30mcg)  (10mcg) (30mcg)  (10mcg) (10mcg)  (30ug) (10un) (25ug)  (10mcg)
1  S. Mbandaka | R I R R S S R I S
2 S. 6,7: Z10:- | R | R R S S I S R | S
3 S. Mbandaka | | | R R | | I S R | S
4 S. Braenderup | R | R R S | S | R | |
5 S. Mbandaka | | | R R R | | S R | |
6 S. 6,7: Z10:- | | | R R S R S S R S |

I- resisténcia intermediaria; R- resistente; S- sensivel. Antibiéticos: Tetraciclina (TET), cefalotina (CFL), ampicilina (AMP), amoxicilina (AMO),
acido nalidixo (NAL), gentamicina (GN), cloranfenicol (CLO), estreptomicina (EST), penicilina g (PN), sulfazotrim (SFT), amoxicilina + &cido
clavulanico (AMC), sulfametoxazol + trimetropim (SXT).
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VI. DISCUSSAO

s

A epidemiologia das salmoneloses é complexa. Envolve seres humanos,
animais, ambiente e suas interacdes. Microrganismos do género Salmonella sdo os
principais causadores de enfermidades de origem alimentar em varias partes do mundo
(WHO, 2012). Embora alimentos como carne vermelha e vegetais frescos, sejam
também reconhecidos como veiculadores de Salmonella spp. para o0s seres humanos,
ovos e produtos alimenticios contendo ovos ou carne de frango sdo frequentemente
associados a casos de infec¢éo alimentar (COX & PAVIC, 2010).

Os ovos sdo contaminados pela via transovariana ou pela passagem pela cloaca,
devido ao contato com fezes ou entdo, no meio ambiente também em funcdo do
contato com fezes ou material contaminado pelas fezes e através da manipulacdo nas
granjas e nos pontos de venda (GANTOIS, et al. 2009).

Relatos do isolamento de Salmonella spp. em ovos sdo variaveis, mas
demonstram a grande importancia desse veiculo nas infec¢bes alimentares causadas
por esse patdgeno em seres humanos (LANGONI et al., 1995).

Das 340 amostras compostas por cinco ovos, provenientes de quatro
fornecedores, analisadas nesse estudo por meio de pesquisa microbiologica, cinco
(1,47%) apresentaram contaminagdo por Salmonella spp. Relatos de niveis de
contaminacéo inferiores sdo frequentes na literatura, como demonstrado por POPPE et
al. (1998), que em analise de 1.512 ovos no Canada encontraram 0,07 a 0,4% de
contaminacdo das amostras por Salmonella spp. e por FEHLHABER & JANETSCHKE
(1995), que encontraram 0,47% das amostras de casca e 0,22% das amostras de
conteudo interno de ovos contaminados ao analisarem 22.776 ovos provenientes de
supermercados, a semelhanca do que observaram ao examinarem 5.339 ovos
experimentalmente contaminados (4,19% de amostras de cascas e 0,20% de amostras
do conteudo interno dos ovos positivas). LITTLE et al. (2008) analisaram 1.588

amostras de pool de seis ovos provenientes de restaurantes no Reino Unido e isolaram
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Salmonella spp. em 0,38% das amostras. GAMA et al. (2003) em 500 ovos analisados
de cada um de cinco lotes de aves para postura comercial, encontraram um ovO
positivo para S. Enteritidis e para Salmonella enterica cepa rugosa (0,2%) proveniente
de um dos lotes e dez ovos positivos para cepa rugosa (2%) em outro lote.

Niveis superiores de contaminacdo foram descritos por OLIVEIRA & SILVA
(2000) que em andlise de 124 amostras de ovos provenientes de estabelecimentos
comerciais localizados na cidade de Campinas - SP encontraram doze das amostras de
casca (9,6%) e quatro das amostras de gema (3,2%) contendo S. Enteritidis, Gnico
sorovar isolado na pesquisa. LANGONI et al. (1995), encontraram 3,95%, de amostras
de ovos comerciais no municipio de Botucatu- SP, contaminadas por Salmonella spp. e
FLORES et al. (2003) detectaram 1,66% de contaminagdo em 360 ovos, divididos em
amostras contendo seis unidades, em Santa Maria- RS.

Os resultados obtidos nesse estudo, de 2,9% de contaminagdo das amostras
provenientes do supermercado A, 1,3% do supermercado B e 1,3% do supermercado
D, totalizando 1,47% de contaminag&o por Salmonella spp. sdo superiores ao total de
contaminacdo de ovos para consumo humano estimado em outros paises como
descrito por EBEL & SCHOSSER (2000) de 0,005% de contaminacdo nos EUA, pela
EFESA (2010a) de 0,8% nos paises da Unido Europeia e pelo CDC (2009) de 0,01% de
contaminacdo dos ovos por Salmonella spp. na regido Nordeste dos EUA. No entanto,
estdo entre os niveis de contaminacdo estimados por HUMPHREY (1994) que relata
que em diferentes lotes de aves para postura comercial a contaminacdo dos ovos
produzidos varia de 0,1 a 10%, estando entre o numero estimado de contaminacao
para ovos naturalmente infectados descrito por KELLER et al. (1995) e OKAMURA et al.
(2001a) que relatam em aves naturalmente infectadas a contaminacdo dos ovos varia
de 0 a 2%.

Para HUMPHREY (1994) e GAST (2003), diversos fatores contribuem para que o
namero de ovos contaminados por Salmonella spp. seja variavel, como o tamanho da
amostra analisada, a técnica de isolamento utilizada e o periodo de amostragem, além
da dificuldade do isolamento em ovos se a populacdo bacteriana for baixa. Segundo
alguns autores, as diferencas geogréficas, o clima, as praticas de producédo de ovos e 0
manejo dos lotes de uma determinada regido, refletem na presenca de diferentes
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sorovares de Salmonella spp. em aves e seres humanos (KHAKHARIA et al., 1997;
ANGULO & SWERDLOW, 1999).

Nesse estudo foram isolados os sorovares Salmonella Mbandaka de trés
amostras, Salmonella enterica subespécie enterica 6,7: z10:- de duas amostras e
Salmonella Braenderup de uma amostra. Outros autores relatam o isolamento desses
sorovares em ovos, como no trabalho realizado por LITTLE et al. (2008) que isolaram
Salmonella Mbandaka em anélise de 1.588 amostras de ovos no Reino Unido.

Os sorovares isolados no presente trabalho estdo amplamente difundidos em
granjas produtoras e no meio ambiente. ZANCAN et al. (2000) detectaram 77% de
1.611 caixas de transporte de pintainhas, contaminadas por Salmonella spp., sendo S.
Mbandaka o sorovar mais comum. GALDINO (2010) por meio de analise de mecénio de
caixas de transporte de pintinhas de um dia isolou S. Mbandaka e S. enterica 6,7: Z10:-
em quatro lotes de oito inspecionados. SNOW et al. (2007), isolaram S. Enteritidis, S.
Typhimurium, S. Mbandaka, dentre outros sorovares, em 11,7% de lotes de aves para
postura comercial no Reino Unido. Em lotes de frango de corte SNOW et al. (2008),
relataram prevaléncia de contaminacdo de 10,7%, com identificacdo do sorovar S.
Mbandaka entre outros. Em analise realizada pelo Laboratorio de Enterobactérias do
Instituto Oswaldo Cruz (IOC) no periodo de 1979 a 1991, 110 (4,79%) de 2.293
amostras de Salmonella spp. isoladas de ragcdes e seus insumos (farinhas de origem
animal), oriundas de vérias partes do pais, estavam contaminadas por S. Mbandaka,
um dos sorovares predominantes na pesquisa (HOFER, 1998).

Salmonella Mbandaka, Salmonella Braenderup e Salmonella enterica subsp.
enterica 6, 7: z10: - podem ser disseminadas por via vertical e por via horizontal,
com destaque, como veiculo de transmisséo, ingredientes utilizados na fabricacdo de
racOes avicolas (HOFER et al.,, 1997; CARRIQUE-MAS et al.,, 2009). GAMA et al.
(2003) isolaram de fezes de aves com mais de 10 semanas de idade, monitoradas
desde um dia de vida, S. Infantis, S. Mbandaka e S. enterica cepa Rugosa, sugerindo
gue a infeccdo possa ser proveniente do consumo de racdo contaminada, devido a
idade das aves. BERCHIERI JUNIOR et al. (1984, 1989, 1993) e SOUZA (2000)
demostraram a participacao de racdes e seus componentes como fonte de Salmonella

spp. para as aves de granjas comerciais. Os autores isolaram diversos sorovares de
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Salmonella spp. de amostras de farinha de carne, pena, pena e visceras, oriundas de
diferentes fabricas de racdo do Estado de S&o Paulo e Minas Gerais, estando entre
eles Salmonella Mbandaka. Estes autores consideraram a farinha de carne como o
principal veiculo de Salmonella spp. para granjas avicolas.

Resultados obtidos em diversas pesquisas demostram a ampla distribuicdo dos
sorovares isolados neste trabalho, com destaque para S. Mbandaka que
frequentemente € isolada de variadas fontes, tornando sélida a possibilidade da
contaminacdo dos ovos serem proveniente de lotes de aves para postura comercial
contaminados por Salmonella spp. Dados presentes nos trabalhos de BIFFI et al.
(2011) que ao avaliarem vinte oito amostras de diversas origens, tais como suabes de
arrasto, farinha de carne e visceras, ragao, residuos de incubatério e 6rgédos de aves,
no estado do Parana encontraram trés amostras contaminadas por S. Mbandaka e por
STOPPA (2011) que ao analisar dois abatedouros de frango de corte no Estado de Séo
Paulo, isolou dez sorovares no abatedouro A entre eles S. Mbandaka e doze sorovares
no abatedouro B, reforcam a eventualidade da ampla distribuicdo do sorovar S.
Mbandaka no meio avicola.

Em 2009, ovos e produtos a base de ovos foram responséaveis por 22,8% dos
casos de infeccdo por Salmonella spp. em seres humanos no Brasil e produtos mistos
contendo ovos por 16,3% (COVEH, 2009). Desde 1994 ovos e produtos contendo ovos
sdo a fonte mais comum de infec¢cdes humanas por S. Enteritidis (GANTOIS et al.,
2009; CDC, 2011b; CVE, 2011), no entanto esse sorovar ndo foi isolado nessa
pesquisa. Esse fato sugere que medidas para o controle de S. Enteritidis estdo sendo
realizadas, com maior frequéncia, em granjas produtoras. Um exemplo é a vacinagao
dos lotes de aves para postura. GALDINO (2010) pesquisou a presenca de Salmonella
spp. em quatro lotes vacinados com bacterina oleosa contra S. Enteritidis e quatro lotes
ndo vacinados. Em um dos lotes vacinados foi isolado o sorovar S. Havana, enquanto,
em um dos lotes ndo vacinados foi isolado os sorovares S. Enteritidis e S. Havana,
porém a vacinacdo dos lotes ndo descarta a implantacdo de um programa de
biosseguridade efetivo, tendo em vista que a vacina confere uma protecdo limitada
contra o sorovar (MASTROENI et al., 2000).
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A legislacdo atual no Brasil esta direcionada para o controle e erradicacao de
Salmonella biovar Gallinarum, S. biovar Pullorum, S. Enteritidis e S. Typhimurium em
lotes de aves reprodutoras de linhagens puras, bisavos e avés e lotes de aves matrizes
(BRASIL, 2003a). A Legislacao vigente ndo contempla os demais sorovares, qual estao
disseminados no meio avicola, como os sorovares isolados nesse estudo.

Diversos relatos de casos de gastroenterite humana envolvendo os sorovares
isolados nesse estudo séo descritos na literatura. O sorovar S. Mbandaka esteve entre
0S quinze mais isolados de amostras clinicas humanas no Brasil, no periodo de 1996 a
2003 (FERNANDES et al., 2006). No Canada, durante quatro anos, diversos casos de
infeccdes alimentares causadas por S. Mbandaka acometeram centenas de pessoas,
envolvendo diferentes tipos de alimentos (WRHA, 2007). Na Suica em 1993, URFER et
al. (2000) investigaram pacientes acometidos por Salmonella Braenderup devido ao
consumo de torta contaminada, concluindo, através de fatores epidemiologicos e
caracteristicas moleculares, que a presenca do sorovar em alimentos representa um
grave risco a saude publica devido sua alta patogenicidade. No Japao em 2008, casos
de infec¢do alimentar devido ao consumo de tamagotoji (ovos moles, com legumes
mistos e carne), causados pelo sorovar S. Braenderup foram investigados por
MIZOGUCHI et al (2011), que incriminaram 0S ovos pasteurizados, utilizados no
preparo do alimento, como o veiculo do agente, sugerindo que apesar de ocorrem
falhas na pasteurizacdo, os ovos vinham contaminados de suas origens, demonstrando
que, apesar de ndo ser frequente, S. Braenderup € isolada em ovos e produtos de
ovos, sendo que HARA-KUDO & TAKATORI (2009) relataram que 8,3% de ovos
liquidos pasteurizados no Japao estdo contaminados por Salmonella spp.

Relatos de casos clinicos descrevem que infec¢cdes por Salmonella Braenderup
causam severos disturbios gastrointestinais em seres humanos, com sintomas graves
em criancas menores de dez anos. ALCOCER et al. (2006), isolaram, no estado do
Parana, Salmonella Braenderup em 16% das amostras de carcagas de frango
analisadas e o CDC relata que em 2004 nos EUA, vérios foram os veiculos de infecao
alimentar por S. Braenderup, envolvidos em casos humanos (CDC, 2005b).

Tempo e temperatura de armazenagem sdo fatores importantes para que

Salmonella spp. presente na superficie da casca penetre para o interior dos ovos
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(STALDEMAN, 1986; SILVA, 1995). O transporte dos ovos no Brasil, das granjas para
entrepostos ou para os estabelecimentos comerciais € realizado em caminhfes-bad,
sem controle de temperatura, permanecendo em temperatura ambiente durante todo o
periodo de comercializacdo (BARBOSA et al., 2008). A refrigeracdo, em todas as fases
da cadeia produtiva de ovos, é obrigatéria nos EUA, porém no Brasil ndo ha exigéncia
para realizacdo desse procedimento (BORGES et al., 2009). No presente trabalho, os
ovos provenientes dos supermercados A, B e D, que apresentaram amostras
contaminadas por Salmonella spp., eram armazenados em temperatura ambiente e os
ovos provenientes do supermercado C, onde ndo foi isolado Salmonella spp., eram
armazenados sob refrigeracdo. Estudos indicam que o armazenamento de ovos em
baixas temperaturas, sem flutuacéo, foi benéfico para o controle de Salmonella spp.
(ZHANG et al., 2011), no entanto a auséncia do patégeno no supermercado C nao pode
ser ratificada a refrigeragéo.

Os efeitos da refrigeracdo em ovos experimentalmente contaminados por
Salmonella Enteritidis foram observados por BARROS et al. (2001) que em 252 ovos
armazenados em diferentes temperaturas detectaram que os ovos armazenados a 25°C
apresentaram contaminacdo da casca e do conteudo interno em todo periodo de
andlise, jA os ovos armazenados a 8°C apresentaram apenas contaminacdo de casca.
Esses dados vao de acordo com resultados obtidos por HAMMACK et al. (1993) que
ratificam o efeito benéfico da refrigeracdo de ovos no controle da migracdo de
Salmonella spp. da casca para a gema. No entanto autores defendem que ovos
armazenados sob refrigeracédo favorecem, devido a condensacéo da agua na casca dos
ovos, a penetracao das bactérias da superficie para o interior (FORSYTHE et al., 1953;
ICMSF, 1998). Resultados obtidos por OLIVEIRA & SILVA (2000) demonstraram que
em ovos artificialmente contaminados por Salmonella Enteritidis a gema foi colonizada
24 horas ap0s a contaminacdao em ovos refrigerados e 48 horas em ovos mantidos em
temperatura ambiente. Contudo, 0 armazenamento em temperatura ambiente permitiu
gue 0 microrganismo chegasse a gema nha maioria dos ovos e com maior taxa de
multiplicacéo.

Métodos de diagnostico moleculares, como a Reacdo em Cadeia pela

Polimerase (PCR) tem grande capacidade para identificagéo e diferenciacdo de estirpes
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bacterianas, como o0s sorovares de Salmonella spp. No presente trabalho na analise
pela PCR das 340 amostras de ovos em duplicata com iniciadores do gene invA para
pesquisa de Salmonella spp. foram detectadas cinco amostras contaminadas pelo
agente, sendo essas as mesmas amostras que apresentaram contaminacdo por
Salmonella spp. na analise microbiolégica convencional. Resultados positivos na
utilizacéo de iniciadores do gene invA para pesquisa de Salmonella spp. foram obtidos
por FLORES et al. (2003) que em 60 amostras de seis ovos do tipo colonial analisadas,
encontraram 4,98% das amostras contaminadas pela bactéria. Os resultados da
utilizacdo do gene invA para pesquisa do género Salmonella podem ser considerados
confiaveis com base no experimento realizado por RAHN et al. (1992), que detectaram
com sucesso 626 estirpes de Salmonella spp. de 630 testadas, a partir de colbnias
isoladas e incorporadas direto na PCR, com sensibilidade de 99,4% e especificidade de
100%.

N&o foram obtidos resultados positivos na utilizacdo dos iniciadores do gene IE1
para pesquisa de Salmonella Enteritidis e do gene fliC para pesquisa de Salmonella
Typhimurium na PCR das cinco amostras positivas para Salmonella spp. detectadas
pelo gene invA, porem a PCR se faz uma importante ferramenta para triagem da
contaminacdo de produtos de origem animal, uma vez que possui a capacidade de
identificar e determinar os sorovares. E valido citar que alguns autores relatam que os
componentes presentes na casca dos ovos podem causar interferéncias nos resultados
apresentados pela PCR (ROSSEN, et al. 1992; FEHLHABER & JANETSCHKE, 1995).
Essas interferéncias foram observadas por FLORES et al. (2001) que ao analisarem
100 ovos com casca e 100 ovos sem casca experimentalmente contaminados por S.
Typhimurium, detectaram, através da PCR, contaminagédo de 66 ovos com casca e 73
sem casca.

Atualmente sdo observadas estirpes de Salmonella spp. resistentes aos
antimicrobianos utilizados no tratamento de infecgces humanas. Devido ao problema
gue esse fato apresenta a saude publica, diversos autores estudam o comportamento
de patdgenos frente a antimicrobianos a fim de identificar estirpes resistentes (TESSI et
al., 1997; ANGULO et al., 1999; FERNANDES et al, 2003). O teste para observacdo do

comportamento das estirpes isoladas frente a drogas antimicrobianas, realizado nesse
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trabalho, demostrou que todas as estirpes isoladas apresentaram multirresisténcia a
pelo menos trés dos antimicrobianos testados, sendo que a estirpe de S. Mbandaka
isolada do supermercado A na primeira colheita apresentou resisténcia a 50% dos
antimicrobianos utilizados nesse estudo. Relatos de estirpes de Salmonella spp.
multirresistentes aos antimicrobianos testados no presente estudo sao frequentes na
literatura, porém diferentes niveis de resisténcia sdo descritos, como nos trabalhos
realizados por FILIOUSSIS et al (2008) que tracaram o perfil de resisténcia, pela
metodologia molecular, frente a antimicrobianos de cinco estirpes de S. Mbandaka
isoladas de suinos na Grécia, observando que todas as estirpes eram resistentes a
tetraciclina, quatro eram resistentes a trimetropim + sulfametoxazol e trés a ampicilina e
a amoxicilina + acido clavulanico. BIFFE et al (2011) submeteram 15 estirpes isoladas
de diversos materiais avicolas a teste de sensibilidade frente a antimicrobianos,
estando entre os isolados o sorovar S. Mbandaka, observando que 57,14% das estirpes
apresentaram resisténcia a tetraciclina e 7,14% apresentaram resisténcia a
gentamicina. PERESI et al. (1999) observaram que 13,79% dos isolados de Salmonella
spp. obtidos de carcacas de frango comercializadas em S&o Paulo, entre 1995 e 1996,
foram resistentes a um ou mais dos antimicrobianos testados.

Em via contraria, alguns trabalhos demonstram que muitos antimicrobianos
possuiam acao efetiva sobre os microrganismos do género Salmonella, como descrito
por PERESI et al. (1998c), que avaliaram estirpes de Salmonella spp. isoladas de
alimentos e de pacientes envolvidos em surtos ocorridos na Regido Noroeste do Estado
de Sa&o Paulo, entre 1993 e 1997,e encontraram sensibilidade, da maior parte dos
isolados, a todos os antimicrobianos testados e CASTRO et al. (2002) que ao
analisarem 1.138 estirpes de Salmonella spp. de origem humana, coletadas entre 1985
e 1999, em Ribeirdo Preto-SP, relataram que a resisténcia da bactéria aos agentes
antimicrobianos usualmente empregados no tratamento humano foi baixa, com excecéao
a tetraciclina a qual as estirpes de Salmonella spp. testadas apresentaram 35% de
resisténcia.

Dados encontrados em diversas pesquisas atentam para o numero de estirpes

de Salmonella spp. resistentes a acdo de antimicrobianos amplamente utilizados na
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medicina humana, podendo gerar danos a saude publica e problemas nas interacdes
medicamentosas para o tratamento de humanos e animais.

Os resultados obtidos nesse experimento demonstram que ovos contaminados
estdo chegando a mesa dos consumidores. Dados estatisticos evidenciam que em
12.000 ovos recebidos mensalmente pelo supermercado A, se provenientes da mesma
origem, 69 conjuntos de cinco ovos estariam contaminados por Salmonella spp. e em
8.400 ovos recebidos mensalmente pelos supermercados B e D, 22 conjuntos de cinco
ovos estariam contaminados, sendo que o risco de se adquirir cinco ovos contaminados
por Salmonella spp. no supermercado A é 2,2 vezes maior do que no supermercado B
e D. Embora ndo tenha sido isolado Salmonella spp. nas amostras de ovos
provenientes do supermercado C o0s riscos de contaminagdo n&o devem ser
descartados, pois apenas uma porcentagem dos ovos do estabelecimento foram
selecionados para pesquisa.

A contaminacdo dos ovos pode ter sido proveniente de aves para postura
comercial infectadas, demonstrando a grande importancia da via de transmissao
transovariana e da contaminagdo no meio ambiente, podendo também ser decorrente
da manipulacdo do produto pelos trabalhadores, através de maos e utensilios
contaminados, no manejo geral da granja, na armazenagem do produto, embalagem,
transporte ou no estabelecimento comercial, deixando expressa a necessidade do
controle dos sorovares paratificos em todos os segmentos da cadeia produtiva, como
nas granjas nos armazéns e nos distribuidores finais, afim de que produtos
contaminados ndo cheguem ao consumidor e final gerando problemas a saude publica
e descrenca na qualidade dos produtos de origem avicola.

A presenga de ovos contaminados representa um grande risco a saude humana,
principalmente se manipulados de forma inadequada, podendo ocasionar uma
contaminagdo cruzada, contaminando outros alimentos e aumentando o risco de

infeccdes alimentares.



49

VIl. CONCLUSOES

Dentro das condi¢cbes experimentais adotadas no presente trabalho, concluiu-se

que:

- Ovos contaminados estdo presentes em estabelecimentos comercias.

- A contaminacdo dos ovos pode ser derivada de lotes de aves para postura
comercial infectados por Salmonella spp. ou das maos dos manipuladores, na granja,

na embalagem, no transporte, distribuicdo e comercializacdo do produto.

- Alguns sorovares (como S. Mbandaka) demonstram estarem difundidos no

meio avicola, pois foram isolados de ovos de diferentes origens.

- A PCR demonstrou ser um eficiente método para pesquisa de Salmonella spp.
em ovos, uma vez que apresentou o mesmo resultado que o método bacteriologico
preconizado para pesquisa do agente, com menor tempo de execugdo e maior custo

beneficio.

- Apesar de Salmonella Enteritidis ser o sorovar mais frequentemente encontrado
em ovos e Salmonella Typhimurium ser mais resistente as acdes das enzimas
presentes na clara, os sorovares nao foram isolados na pesquisa, levando a crer que

medidas de controle para esses sorovares estao sendo realizadas nas granjas.

- As estirpes isoladas na pesquisa apresentaram resisténcia a trés ou mais dos
antimicrobianos testados, sendo que o mesmo sorovar (S. Mbandaka) apresentou
diferentes niveis de resisténcia, demonstrando que 0 manejo nas granjas esta

intimamente ligado ao nivel de resisténcia dos sorovares presentes no meio e que
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estirpes de Salmonella spp. resistentes aos antimicrobianos usualmente utilizados na

medicina humana estéo presentes em produtos de origem animal.
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