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INFECCAO EXPERIMENTAL EM FRANGOS DE CORTE COM SOROTIPOS DE
SALMONELLA spp. ISOLADOS DE INSTALACOES AVICOLAS E DA
AVIFAUNA SELVAGEM

RESUMO - Para a manutencdo da avicultura brasileira e conservacdo dos seus
altos indices de producdo e exportacdo de produtos avicolas, sdo exigidas
medidas de prevencéo e controle de alguns agentes etioldégicos nas granjas, como
por exemplo, a Salmonella spp. O objetivo deste trabalho foi isolar e classificar
Salmonella spp., em materiais colhidos de instalacbes avicolas, sunicolas e
avifauna selvagem local, inocular posteriormente os sorotipos isolados em pintos
de frangos de corte verificando sua patogenicidade.. Foram capturadas 36 aves
selvagens de diferentes espécies nas instalagbes avicolas de uma granja
integrada de frango de corte. Foi isolado Salmonella Heidelberg dos 6rgaos e
conteudo intestinal de um pica-pau-do-campo (Colaptes campestris),. As amostras
positivas provenientes das aves de producdo foram: cama aviaria (Salmonella
enterica subsp. enterica sorotipo 4,5,12:R:-; Salmonella Heidelberg; Salmonella
Infantis), fezes de frangos de corte (Salmonella Heidelberg; Salmonella enterica
subsp. enterica sorotipo 6,7:R:-; Salmonella enterica subsp. enterica sorotipo
4,5,12:R:-; Salmonella Tennessee); agua (Salmonella Glostrup; Salmonella
enterica subsp. enterica sorotipo 6,8:d:-;) e cascudinhos (Alphitobius diaperinus)
encontrados na cama aviaria (Salmonella Tennessee). Em fezes de suinos criados
em galpbes na mesma propriedade, foram isolados Salmonella Panama e
Salmonella Typhimurium. Quanto a infeccdo experimental, em todos 0os nove
grupos de aves foi observado entre o 3° dpi (dia pos-infeccédo) e o 12° dpi, fezes
amolecidas no chéo das gaiolas, ao redor da cloaca e na penugem das aves. Aos
15 e 21 dpi, os diferentes sorotipos de Salmonella foram isolados do contetudo
cecal, do baco e do figado. Nas necropsias ndo foram encontradas alteracbes

macro nem microscopicas relevantes.

Palavras-chave: InfeccBes por Salmonella, doencas das aves, aves domésticas,

bacteriologia.



EXPERIMENTAL INFECTION IN BROILER WITH SEROTYPES OF
SALMONELLA SPP. ISOLATED OF POULTRY HOUSES AND WILD BIRDS

SUMMARY- For maintenance of the high levels of production in Brazil and the
export of poultry products, preventive measures and control of some etiologic
agents on farms, such as Salmonella spp., are required. The purpose of the
present study was to initially investigate the presence of Salmonella spp.through
bacterial culture in poultry houses materials collected from local poultry and wild
birds and subsequently inoculate the isolated serotypes in broiler chicks and verify
the effect on these. From the 36 wild birds captured in the poultry houses,
Salmonella Heidelberg were isolated from the organs and intestinal contents from
one woodpecker (Colaptes campestris) From the poultry houses the positive
samples were: litter (Salmonella enterica subsp. enterica sorotipo 4,5,12:R:-;
Salmonella Heidelberg; Salmonella Infantis), feces of broiler (Salmonella
Heidelberg; Salmonella enterica subsp. enterica sorotipo 6,7:R:-; Salmonella
enterica subsp. enterica sorotipo 4,5,12:R:-; Salmonella Tennessee), water
(Salmonella Glostrup; Salmonella enterica subsp. enterica sorotipo 6,8:d:-;) and
lesser mealworm (Alphitobius diaperinus) found in litter (Salmonella Tennessee).
From the feces of swine also produced in sheds on the same farm were isolated
Salmonella Typhimurium and Salmonella Panama. In the experimental infection
done in nine avian groups (n=15) was observed between the 3™ dpi (days post-
infection) and 12™ dpi the presence of soft feces on the floor of the cages, around
the cloaca and on feathers of the birds. On 15 and 21 dpi the different serotypes of
Salmonella were isolated from the cecal contents, spleen and liver. At the

necropsies weren’'t observed relevant macro or microscopic alterations.

Keywords: Salmonella infectious, bird diseases, poultry, bacteriology.



1. INTRODUCAO

O Brasil é considerado atualmente o maior exportador de carne de frango do
mundo (UBA, 2011), ocupa a segunda posi¢cado do ranking mundial na producéo
dessa carne e a quinta posi¢do em producéo de ovos (FAO, 2010).

Para a manutencdo da avicultura brasileira e conservacdo dos seus altos
indices de producéo e exportacdo de produtos avicolas, sdo exigidas medidas de
prevencdo e controle de alguns agentes de enfermidades infecciosas em aves
comerciais como, por exemplo, Salmonella spp.

A incidéncia de infeccdo alimentar por salmonelas em humanos vem
aumentando em varias partes do mundo, apesar de todo o desenvolvimento
tecnolégico na producdo de alimentos e da adocdo de melhores medidas
higiénicas e sanitarias. Os alimentos de origem animal, dentre eles, a carne de
aves, ovos e seus derivados sdo 0s principais responsaveis pela infecgcdo humana
(GAST et al., 2008).

As aves de criacdo comercial infectam-se com Salmonella spp. geralmente,
pela transmissao vertical ou, no seu proprio ambiente de criagdo via agua, racéo e
cama contaminadas. Também podem se infectar com os excrementos de roedores
ou outros animais que albergam o agente. A ave infectada podera ser portadora
assintomatica ou apresentar queda de producdo, reducéo da conversdo alimentar
e morte. Muitos dos sorotipos do género Salmonella podem sobreviver por
semanas ou meses no esterco e na cama de frangos, nas excretas de aves
silvestres, nos equipamentos, em galpdes vazios e no solo dos seus arredores,
nas particulas de poeira, nos comedouros e na ra¢do, aumentando e sustentando
indices de infeccdo cada vez maiores nos planteis avicolas (AVILA et al., 1972;
BARROW, 1993; BERCHIERI JUNIOR et al., 1993).

Em todo o mundo s&o gastos milhdes de dblares na prevencao e controle de
Salmonella spp. O exemplo € da Dinamarca que investiu US$ 14 milhdes (2001)
em programas de prevencdo desse agente em aves (US$ 0,026 por Kg) e
economizou US$ 25,5 milhdes ao ano, gastos com salmonelose em humanos
(NASCIMENTO, 2010). Como o Brasil produz 10,5 bilhdes de Kg de frango por



ano, teria que investir US$ 270 milhbes por ano para realizar os mesmos
procedimentos dinamarqueses.

O presente trabalho objetivou pesquisar e classificar Salmonella spp. em
uma criacdo de frango de corte, onde também havia baias de suinos, e em aves
selvagens que frequiientam as instalacdes avicolas, além de verificar o efeito da

infeccdo experimental dos sorotipos isolados, em pintos de um dia.



2. REVISAO DE LITERATURA

ETIOLOGIA

No final do séculol19, foram identificadas as primeiras bactérias do género
Salmonella. A Bacterium typhosa foi a primeira a ser reconhecida como patégeno,
por Eberth, em 1880, isolada de baco e linfonodo de seres humanos. A descricdo
morfologica desta bactéria foi feita em 1884 por Gaffky (CORREA & CORREA,
1992; BARROW, 1993).

O nome genérico Salmonella foi proposto por Lignieres, em 1900, em
homenagem a D. E. Salmon (MERCHANT & PACKER, 1980).

No inicio do século 20, a caracterizacdo das bactérias do género
Salmonella ainda era pouco elucidada. A partir de 1925, comecgou a ficar mais
clara, devido a utilizacdo de provas soroldgicas. Posteriormente, foram descritos
aproximadamente 900 sorotipos de Salmonella, classificados pela terminologia de
White (1929), que deu origem ao esquema de Kauffmann White, o qual foi
reconhecido a partir de 1932 (CORREA & CORREA, 1992).

Os microrganismos do género Salmonella pertencem a familia
Enterobacteriaceae e sao bacilos curtos de 0,7 a 1,5 x 2,5 ym, Gram-negativos,
ndo esporulados. Em sua grande maioria, sdo moveis com flagelos peritriquios,
embora alguns sorotipos, como S. Pullorum (SP) e S. Gallinarum (SG), sejam
imoveis. A temperatura de incubacéo esta entre 5 e 45°C, sendo ideal a 37°C, e 0
pH entre 4 e 9, sendo ideal em torno de 7. Salmonella spp. se multiplica em meio
de cultura para enterobactérias, tais como o agar verde brilhante e agar de
MacConkey. As salmonelas mantém-se viaveis por longos periodos em meios que
contenham peptona (GAST et al., 2008).

Quanto aos aspectos bioquimicos, as bactérias do género Salmonella spp.
sdo aerObias ou anaerdbias facultativas, possuem habilidade para metabolizar
nutrientes, catabolizando D-glicose ou outros carboidratos, com excecdo de
lactose e sacarose, com producado de acido e gas. Sao catalase positiva e oxidase

negativa como todos os membros da sua familia. Nao fermentam malonato, nédo



hidrolisam a uréia, ndo produzem indol, utilizam citrato como fonte de carbono,
reduz em nitrato a nitrito e podem produzir acido sulfidrico (GAST et al., 2008).

A nomenclatura atual do género Salmonella spp. segue o esquema
proposto por POPOFF et al. (1996), no qual o género apresenta duas espeécies:
Salmonella enterica com seis subespécies (enterica, salamae, arizonae,
diarizonae, houtenae e indica) e Salmonella bongori. Assim, a designacdo de
Salmonella “Typhimurium” passaria a ser Salmonella enterica subespécie enterica
sorotipo (ou sorovar) Typhimurium, ou de forma simplificada, Salmonella
Typhimurium.

S&o descritos mais de 2.500 sorotipos de Salmonella. O esquema
Kauffmann White utilizado para classificacdo antigénica do género Salmonella é
baseado em antigenos sométicos (O) e flagelares (F). Os antigenos O séo
polissacarideos termoestaveis localizados na superficie da parede celular
bacteriana e sao identificados por nimeros arabicos, enquanto que os antigenos F
sdo constituidos por proteinas termoldbeis e, algumas vezes, o sorotipo pode
produzi-las em duas diferentes fases, sendo que a combinacao dos antigenos O e
F determina o sorotipo (GAST et al., 2008).

Salmonella enterica, espécie que alberga a grande maioria dos sorotipos do
género frequentemente detectados recebe nomes muitas vezes relacionados com
a espécie ou a regiado geografica em que foram encontradas (BERCHIERI JUNIOR
& FREITAS NETO, 2009).

De acordo com BERCHIERI JUNIOR & FREITAS NETO (2009), cerca de
80 a 90 sorotipos de Salmonella sdo os mais comuns em casos de infeccdo nos
animais e em seres humanos. Nas galinhas, podem causar trés enfermidades
distintas: a pulorose, cujo agente € a Salmonella Pullorum (SP); o tifo aviario,
causado pela Salmonella Gallinarum (SG); e o paratifo aviario, causado pela
Salmonella Typhimurium (ST) e Salmonella Enteritidis (SE), entre outras. Em
humanos, a ingestdo de alimentos de origem avicola contaminados com
Salmonella spp. pode causar infec¢do alimentar.

Alguns sorotipos s80 mais restritos ao trato intestinal, enquanto outros sao

capazes de invadir a corrente circulatéria, podendo desencadear septicemia. A



patogenia e gravidade das lesdes dependem, entre outros fatores, da adaptacdo
do agente com o hospedeiro e dos sorotipos adaptados a varios hospedeiros. Por
exemplo, S. Enteritidis em aves e mamiferos causa gastroenterite, que
dependendo da susceptibilidade do organismo infectado pode resultar em uma
infeccdo sistémica. Ja a doenca causada por sorotipos adaptados a um numero
restrito de hospedeiros, como S. Gallinarum e S. Pullorum em galinhas, manifesta-
se com severas lesdes sistémicas, na maioria dos casos, levando o hospedeiro a
morte (BERCHIERI JUNIOR & BARROW, 1995; VAN IMMERSEEL et al., 2005).

A resisténcia dos microrganismos do género Salmonella spp. no meio
ambiente, assim como a existéncia de animais portadores aumenta a distribuicdo
dessas bactérias mundialmente (MACIOROWSKI et al., 2004). A facilidade que as
salmonelas possuem de infectar diversos seres (animais e humanos) favorece a
disseminacdo e, consequentemente, a elevacdo do numero de casos da
enfermidade (KOPANIC et al., 1994; LIEBANA et al., 2003).

As salmonelas séo susceptiveis a destruicdo quando submetidas a 55°C,
por 1 hora, ou a 60°C, durante 15 a 20 minutos, portanto, o processo de
peletizacdo pelo calor, consegue eliminar esse agente da racao, ressaltando-se
também que a solucdo de cloreto de sddio (NaCl) a 3-4% inibe a multiplicacdo da
bactéria (GAST et al., 2008).

A irradiacdo tem recebido consideravel atencdo como um meétodo para
controlar salmonelas em carne de frango, ovos e racdo e outros agentes fisicos,
tais como, estimulos elétricos, radiagcéo ultravioleta tém sido considerados letais
para esta bactéria. Uma grande variedade de desinfetantes quimicos é eficaz no
controle de Salmonella, sendo que peréxido de hidrogénio, acido acético, acido
latico e cloro reduzem o nivel de Salmonella em carcacas de frango. Formaldeido,
peréxido de hidrogénio e polihexametileno biguamida controlam Salmonella nas
incubadoras. Produtos a base de fendis, amodnia quaternaria, glutaraldeido, iodo e
formol sdo indicados para a desinfeccdo de instalacbes contaminadas por
Salmonella (GAST et al., 2008).



SALMONELOSES EM AVES

Salmonella Pullorum e S. Gallinarum determinam doencas clinicas
caracteristicas que podem levar a grandes perdas nos plantéis avicolas. Estes
dois sorotipos encontram-se sob estrito controle na maioria dos paises de
avicultura desenvolvida, mas ainda provocam prejuizos em alguns paises onde as
medidas de controle ndo sdo executadas. Os outros sorotipos, entretanto, estdo
presentes e ocorrem em todos os tipos de criacdo de aves em todo o mundo
(SILVA, 1997).

A pulorose € uma doenca infecciosa que atinge especialmente pintinhos e
peruzinhos, sendo freqlentemente caracterizada por diarréia esbranquicada e alta
mortalidade em aves jovens. No caso de sobrevida as aves adultas serédo
portadoras assintomaticas. A transmissdo ocorre principalmente por via
transovariana, embora seja admitida a penetragdo pela casca do ovo, mas em
menor intensidade. A forma de transmisséo via horizontal, geralmente ocorre entre
os pintinhos no nascedouro, pelos sistemas digestivo e respiratorio (BERCHIERI
JUNIOR & FREITAS NETO, 2009).

Salmonella Gallinarum, responséavel pelo tifo aviario, causa doenca
sisttmica em aves domésticas, com curso agudo ou crbnico e mortalidade
moderada ou alta. Ocorre com maior freqiéncia em aves adultas, mas tem sido
também relatada em aves jovens e pintinhos. As aves portadoras sdo 0s mais
importantes agentes disseminadores e perpetuadores da infec¢do, sendo comum
0 contagio de aves infectadas para suscetiveis. A transmissao pelo ovo é possivel,
embora tenha menor importancia (NASCIMENTO et al., 1997).

As salmonelas paratificas podem causar doenca clinica e comprometer a
producdo avicola com perdas econdmicas (BARROW, 1993), mas podem também
infectar as aves sem que ocorra manifestacdo de sintomas ou lesdes aparentes,
acarretando a presenca de aves portadoras que possuem importante significado
para saude publica. Essas salmonelas, ao serem introduzidas nas granjas por

meio da racdo ou pela via vertical, trazem consequéncias desastrosas para a



avicultura industrial, pois as fezes das aves infectadas podem contaminar o0 meio
ambiente e infectar outras aves e seus subprodutos (GAST et al., 2008).

Segundo DAVIES & WRAY (1996), muitos dos sorotipos do género
Salmonella podem sobreviver por semanas ou meses na cama de aves, nas
excretas de aves silvestres, nos equipamentos, em galpdes vazios e no solo dos
seus arredores, nas particulas de poeira e nos comedouros. As salmonelas podem
permanecer viaveis no material fecal por longo periodo (anos), particularmente,
em fezes secas, podendo resistir mais de 28 meses nas fezes de aves, 30 meses
em fezes de bovinos, 280 dias no solo cultivado e 120 dias na pastagem, sendo
ainda encontrada em efluentes de agua de esgoto, como resultado de
contaminacéo fecal (RODRIGUES, 2005).

Todos os segmentos da producdo de aves comerciais, tais como, granjas
de reprodutoras, incubatorios, granjas comerciais, fabricas de racdo, abatedouros,
transportes e pontos de comercializacdo, podem ser contaminados pelas
salmonelas por meio de diversas vias (BAILEY, 1994).

Muitos sorotipos de Salmonella spp. ja foram isolados de aves com ou sem
apresentacdo de quadro clinico do paratifo aviario. O mais comum €& S.
Typhimurium, mas outros, entre eles S. Enteritidis, S. Agona, S. Infantis, S. Hadar,
S. Senftenberg e S. Heidelberg foram identificados como agentes etiologicos do
paratifo aviario (BERCHIERI JUNIOR & FREITAS NETO, 2009).

POPPE (1999) observou que S. Enteritidis, S. Typhimurium e S. Heidelberg
sdo os principais sorotipos de Salmonella causadoras do paratifo aviario. Estes
sorotipos podem ocasionalmente infectar os ovarios, oviduto e ovos.

Salmonella Enteritidis pode ser transmitida verticalmente para a progénie de
lotes de matrizes infectadas e horizontalmente entre lotes, sendo que a infeccdo
em aves reprodutoras néo leva os efeitos significantes no que tange a fertilidade,
eclodibilidade e producéo de ovos (LISTER, 1988; DAVIES et al., 1997).

GAST & BEARD (1989) inocularam S. Typhimurium oralmente em pintinhos
com idade de 1 a 8 dias e observaram que a mortalidade decrescia a medida que
a idade das aves aumentava. Observaram também que ocorria uma persisténcia

de S. Typhimurium no ceco das aves inoculadas nas diferentes idades até sete



semanas apos a inoculacdo, evidenciando que a Salmonella consegue
permanecer no trato entérico, transformando essas aves em portadoras e
possiveis fontes de infeccdo alimentar para seres humanos.

Vérios outros fatores podem facilitar a disseminacdo e transmissao
horizontal de Salmonella spp. em uma granja de frango de corte. NAKAMURA et
al. (1997) citam que o fluxo do ar influenciou a transmissao horizontal de S.
Enteritidis, sendo mais rapida em condi¢des onde o fluxo de ar foi menor. GAST &
HOLT (1998) verificaram a transmisséo horizontal de S. Enteritidis através do ar e
observaram que o isolamento de Salmonella foi maior nas penas das aves (77 %)
do que nos 6rgaos (33 %).

Aves de vida livre podem ser reservatério com ou sem sintomas e
representarem um risco para as aves comerciais (HUBALEK, 2004). As aves
migratorias tém um papel importante na epidemiologia de salmoneloses em
animais domeésticos e seres humanos.

Vérios autores relataram a ocorréncia mundial de diversos sorotipos de
Salmonella spp. em aves de varias espécies, entre eles:
= Salmonella Pullorum em cacatua de palma preta (Probosciger aterrimus)
(LIOW, 1978);
= Salmonella Typhimurium em: *“bullfinch” (Pyrrhula pyrrhula), “eurasian

siskin” (Carduelis spinus), “common redpoll” (Carduelis flammea) e

“eurasian greenfinch” (Carduelis chloris) (REFSUM et al.,, 2003), em

lorikeets e lories (WARD et al., 2003), codornas (Colinus virginianus)

(HELM et al., 1999), pombos (Columba livia) (KIMPE et al., 2002; SOUSA

et al., 2010a), araras (Ara ararauna) (VIGO et al., 2009);

= Salmonella Typhimurium variantes Copenhagen e Hadar em codornas

(Coturnix coturnix japonica) (SANDER et al., 2001);

» Salmonella arizonae em cacatua de penacho amarelo claro (Cacatua

galerita galerita) (OROS et al., 1998);

= Salmonella spp. em abetarda (Chlamydotis undulata) (D’ALOIA et al.,
1996);



= Salmonella Kottbus em patos e marrecos de um dia de idade (GALLETTI et
al., 1999);

» S. Havana, S. Virchow, S. Livingstone, S. Hadar, S. Paratyphi B e
Salmonella spp. em coruja orelhuda (Bubo bubo), falcées peregrinos (Falco
peregrinus), aguia dourada (Aquila chrysaetos), e gavibes (Buteo buteo)
(BATTISTI et al., 1998);

» S. Enteritidis em papagaio (Amazona aestiva) (MARIETTO-GONCALVES et
al., 2010).

No zooldgico infantil (local onde criancas tém contato com animais) de
Nagano (Japédo), 11 aves domésticas, entre elas, quatro gansos da China (Anser
cygnoide), um ganso de Toulouse (Anser anser), trés patos (Anas platyrhynchos)
e trés perus (Meleagris gallopavo) foram positivos quanto ao isolamento de
Salmonella Typhimurium (SATO et al., 1999).

GOPEE et al. (2000) analisaram 435 amostras de soros de aves, dentre 0s
quais 7% (2/30) em Ramphastidae (Ramphastos vitellinus), 6% (6/106) em aves
aguaticas, 6% (3/53) em aves de rapina e a frequiéncia de menos de 1% (1/140)
em psitacideos (Pionus menstrus), mostrando que 12 (3%) dos soros analisados
foram positivos para a presenca de anticorpo anti-Salmonella spp.

No Brasil, no zoolégico do Rio de Janeiro, FREITAS et al. (1977) isolaram S.
Typhimurium das fezes de garca-branca-grande (Casmerodius alba) e da agua do
lago. Anos mais tarde no mesmo zoolégico LEMOS et al. (1999) analisaram 78
suabes de cloaca de 21 espécies de aves, obtendo resultados negativos para
Salmonella em todas as amostras analisadas.

HOFER et al. (1997) isolaram diversos sorotipos de Salmonella de aves
(frangos, perus, patos, marrecos, codornas, pombos e péassaros silvestres)
provenientes de diversas regides do pais durante o periodo de 1962 a 1991,
dentre eles: Typhimurium, Heidelberg, Infantis, Tennessee, Panama.

Durante o controle sanitario realizado pelo LANAGRO (Laboratorio Nacional
Agropecuario) em Campinas-SP, no desembarque de filhotes de avestruzes
(Struthio camelus) importados, foram isolados vérios sorotipos de Salmonella,
entre eles, S. Newport (35,48%), S. Mbandaka (19,35%), S. Saintpaul (6,45%), S.
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Panama (6,45%), S. Typhimurium (6,45%) e S. Enteritidis (6,45%) (RIBEIRO &
ORSI 2002).

Em pombos domésticos capturados no municipio de Jaboticabal-SP foi
isolado Salmonella spp. de 6rgdos (pulméo, gbnadas e figado/baco) e contelido
intestinal em 10 (7,94%) de 126 pombos estudados. Dos 10 pombos positivos
para Salmonella spp., em sete o0 agente foi isolado de apenas um 6rgéo e, em trés
aves 0 isolamento ocorreu em mais de um Orgdo, concomitantemente. A
tipificacdo realizada pelo Instituto Adolfo Lutz - SP revelou oito isolamentos
pertencentes ao sorotipo S. Typhimurium, um sorotipo S. enterica subsp. enterica
4,12 e um S. enterica subsp. enterica 4, 12, i (SOUSA et al., 2010a). TORO et al.
(1999) isolaram Salmonella spp. pertencente aos sorogrupos B e D em 3% dos
pombos analisados na cidade de Santiago no Chile.

Em uma pesquisa realizada com aves selvagens capturadas préximas as
instalacBes avicolas, SOUSA et al. (2010b) isolaram Salmonella Enteritidis do
conteudo intestinal de uma pomba (Zenaida auriculata), Salmonella Muenchen de
orgaos e Salmonella Saintpaul do conteudo intestinal de uma seriema (Cariama
cristata) e Salmonella Muenchen da cultura de suabe de cloaca de uma curicaca

(Theristicus caudatus).

SALMONELLA spp. EM INSTALACOES AVICOLAS

Em diversos trabalhos na literatura, sdo descritos resultados referentes a
pesquisa desses agentes nas instalagdes avicolas, tanto no ambiente interno do
galpdo onde as aves tém contato direto, como em equipamentos e materiais sem
contato com as aves.

BERCHIERI JUNIOR et al. (1989) isolaram 22 sorotipos de Salmonella em
cama de aves e fezes de rato. Em um estudo realizado em granjas de postura
comercial no Estado de New York (EUA) foi isolado Salmonella Enteritidis (SE) em
aves, esterco armazenado, roedores e amostras do meio ambiente (MUTALIB et
al., 1992). A ocorréncia de Salmonella em instalacdes avicolas depende da

introducdo inicial do agente como a ingestdao de racdes contaminadas e a
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existéncia de ciclo de transmissdo no qual a agua, o solo, a poeira e o ar, bem
como insetos, roedores, passaros e 0 homem, apresentam importancia na cadeia
epidemiolégica do agente (KAMPELMACHER, 1987).

O sistema de criagdo intensivo adotado em avicultura industrial (alta
densidade das aves, vazio sanitario inadequado, reaproveitamento da cama
aviaria e o acumulo de fezes) favorece a permanéncia e disseminacdo da
Salmonella spp. nas aves e no ambiente. GAMA et al. (2003) relataram o
isolamento de S. Enteritidis, S. enterica cepa Rugosa, S. Javiana e S. Mbandaka
das amostras de fezes de galinhas. Os dois primeiros sorotipos também foram
isolados dos ovos provenientes dessas mesmas aves.

A introducdo da Salmonella nas instalacdes avicolas pode ocorrer pela
chegada de pintinhos infectados, comprovado pelo isolamento do agente das
caixas de transporte, tendo sido observado em 77,13% dos lotes de aves
reprodutoras e 44,45% dos lotes de aves de postura comercial. Os sorotipos
isolados nessa pesquisa foram, entre outros: Salmonella Heidelberg, Salmonella
Mbandaka, Salmonella Enteritidis e Salmonella Cerro (ZANCAN et al., 2000). Em
outro trabalho, ROCHA et al. (2003) isolaram de 378 amostras de 18 lotes de aves
pertencentes a trés empresas integradoras de frangos de corte do Estado de
Goiéas, S. Enteritidis (92,3%) de forro da caixa de transporte e de 6rgéos de pintos
de um dia e S. Heidelberg somente de forro da caixa de transporte.

A cama de frango também pode representar um importante meio de
transmissdo da Salmonella spp., como mostrou um trabalho no Canada, onde
foram avaliadas amostras de cama de 15 lotes de frangos de corte. As amostras
foram colhidas antes do alojamento dos pintinhos, apds cinco dias e apés 42 dias
de criacdo, verificando uma porcentagem crescente de positividade de 17,1%,
22,8% e 24%, respectivamente. Os sorotipos isolados foram: S. Infantis, S.
Bredeney, S. Havana, S. Johannesburg, S. Montevideo e S. Drypool (BHATIA et
al., 1979).

FROYMAN et al. (1997) isolaram Salmonella spp. de 25 (31,64%) aviarios

de frangos de corte pesquisados, utilizando suabes de arrasto. Os sorotipos



12

encontrados foram: S. Senftenberg, S. Infantis, S. Virchow, S. Bredeney, S.
Indiana, S. Enteritidis e S. Typhimurium.

A racao e/ou a matéria-prima contaminada podem representar uma via de
transmissdo do agente para dentro da granja (BERCHIERI JUNIOR et al., 1993),
podendo chegar a niveis de 96,7% de positividade (BERCHIERI JUNIOR &
BARROW, 1995). GIRAO et al. (1985) ao examinarem 94 amostras de matérias-
primas e racdes para aves provenientes de sete estados brasileiros, encontraram
um total de 14,90% de amostras positivas. Foram encontrados os sorotipos S.
Anatum, S. Infantis, S. Senftenberg, S. Dublin, S. Gallinarum, S. Saintpaul, S.
3,10:-:1,7e S. 6,7:-.

BERCHIERI JUNIOR et al. (1984) isolaram Salmonella spp. em amostras
de farinha de carne, pena e farinha de pena/visceras, oriundas de trés diferentes
fabricas de racdo do estado de S&o Paulo. Entre as diversas matérias-primas
utilizadas na composicao da ragdo para aves na avicultura, a farinha de carne foi
frequientemente considerada a principal fonte de contaminacéo de Salmonella spp.
(BERCHIERI JUNIOR et al., 1989; ANDREATTI FILHO et al., 2001).

HOFER et al. (1998) num estudo de 12 anos isolaram de matérias-primas e
racOes para aves um total de 151 sorotipos de Salmonella, dentre os quais os
mais frequentes foram: S. Montevideo, S. Senftenberg, S. Havana, S. Mbandaka,
S. Tennessee, S. Infantis, S. Agona, S. Cerro, S. Bredeney e S. Anatum. Esse
altimo sorotipo também foi isolado por ANDREATTI FILHO et al. (2001) de farinha
de carne utilizada para preparacao de racao de aves.

Os programas de monitoramento de Salmonella spp. em granjas avicolas
devem incluir roedores e suas excre¢cdes (HENZLER & OPITZ, 1992), uma vez
que eles podem ser portadores desse agente, representando importante fonte de
infeccdo (HILTON et al., 2002). A eliminacdo do agente pelas fezes pode ocorrer
por um periodo superior a 10 meses. Uma cibala (uma unidade de fezes de
roedor) pode conter 2,3x10° coldnias de Salmonella Enteritidis, dose suficiente
para infectar uma galinha adulta (HENZLER & OPITZ, 1992).

Além das fezes de roedores, também foi isolada Salmonella spp. do
intestino e figado desses animais (DAVIES & WRAY, 1996). Numa granja de



13

postura foi isolado Salmonella Enteritidis (SE) tanto dos ovos como do baco de
ratos encontrados nos galpdes, sugerindo uma correlacdo entre o agente e 0s
hospedeiros (GUARD-PETTER et al.,1997)

SALMONELLA spp. EM SUINOS

Suinos séo frequentemente infectados com Salmonella spp. sem
apresentar qualquer sintoma da doenca (SWANENBURG et al.,, 2001), sendo
importantes na cadeia epidemiolégica como portadores para outros animais e
humanos. Estas bactérias tém uma alta capacidade de multiplicagdo no trato
gastrointestinal destes animais. Contaminacfes da carcaca com as visceras
durante a linha de abate, transporte e comercializagdo podem representar
importantes riscos a saude humana (MICHAEL et al., 2002).

Pesquisas realizadas na regido sul do Brasil verificaram uma porcentagem
de isolamento de Salmonella spp. de 50,4% (MICHAEL et al.,, 2002) em outro
trabalho variando de 62,5% a 85% (SCHWARZ et al., 2009). A presenca de
Salmonella spp. em suinos e na racdo consumida pelos mesmos mostrou uma
possivel transmisséo via alimento nesse caso (MICHAEL et al., 2002).

Os sorotipos mais prevalentes foram Panama (SCHWARZ et al.,, 2009),
Heidelberg e Tennessee, (MICHAEL et al., 2002), Agona, (WEISS et al., 2002;
SCHWARZ et al., 2009), Typhimurium (MICHAEL et al., 2002; WEISS et al. 2002;
SCHWARZ et al., 2009) e Infantis (MICHAEL et al., 2002; WEISS et al. 2002).

Esses Ultimos trés sorotipos também tém sido descritos em casos de
salmoneloses humanas (TAUNAY et al.,, 1996) sugerindo que 0s suinos sao

animais muito importantes na transmissado desse agente para 0os humanos.
IMPACTO ECONOMICO E SAUDE PUBLICA
Para a industria avicola mundial, a pulorose e o tifo aviario representam

grandes prejuizos a avicultura. A Salmonella Enteritidis e a Salmonella

Typhimurium, causadores do paratifo aviario, provocam importantes perdas
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econdmicas, tanto para a industria avicola, como para a saude publica (GAMA et
al., 2003; GAST et al., 2008). A salmonelose é considerada uma grave zoonose e
os alimentos de origem animal, notavelmente os de origem avicola, tém sido
associados com infec¢des alimentares em humanos.

Em decorréncia da perda econdémica que esta doenc¢a causa na avicultura e
por impedir a exportagdo de produtos avicolas brasileiros, o Programa Nacional de
Sanidade Avicola (PNSA) contempla os quatro sorotipos de Salmonella (SP, SG,
SE, ST), visando o controle dessa enfermidade em plantéis brasileiros (BRASIL,
2004).

Dentre os 2.500 sorotipos de Salmonella spp., a Salmonella Enteritidis foi o
agente causador mais comum de infeccbes alimentares em seres humanos e
também um dos principais sorotipos isolados de aves durante 10 anos
(FERNANDES et al., 2006).

O Centro de Controle de Doencgas (CDC) dos Estados Unidos registrou, no
ano de 2010, 8.256 casos de salmonelose humana com 2.290 hospitalizacdes e
29 6bitos (CDC, 2012).

DIAGNOSTICO

A técnica de Soroaglutinacdo Rapida em Placa (SAR) € um método rapido no
diagndstico de anticorpo anti-Salmonella Pullorum (BACK, 2004), podendo
também ser realizada a técnica ELISA (OLIVEIRA et al., 2006). S&o técnicas que
detectam os soros reagentes para Salmonella Pullorum mas também reagem para
outros sorotipos pertencentes ao mesmo sorogrupo. Assim a cultura bacterioldgica
ainda é a técnica de eleicao.

Segundo a Portaria n°126 de 03/11/1995 da Secretaria de Defesa
Agropecuaria do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) que
aprova as normas de Credenciamento e Monitoramento de Laboratorios para
diagndstico da Pulorose (SP) e do Tifo aviario (SG), o diagnostico de Salmonella
spp. deve ser realizado por meio do método bacteriolégico tradicional, com

isolamento e identificacdo do agente. Estudo realizado por FERNANDES et al.
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(2004) mostrou que a utilizacdo de mais um meio de enriquecimento e de
plagueamento podem aumentar as chances de isolar Salmonella spp.

PREVENGCAO E CONTROLE

Sao necessarias medidas de biosseguridade, tais como evitar a presenca de
passaros selvagens, roedores, animais domeésticos e insetos, como também
criacbes de aves de idade multipla em todas as etapas de manejo avicola,
principalmente em granjas reprodutoras e incubatérios, para minimizar a
transmisséo vertical e horizontal (BERCHIERI JUNIOR & BARROW, 1995;
BERCHIERI JUNIOR & FREITAS NETO, 2009).

E importante destacar o controle de Salmonella spp. em alimentos
oferecidos as aves, pois frequentemente a bactéria esta presente nos ingredientes
de origem animal e vegetal utilizados na formulacdo das racbes (CRUMP et al.,
2002). Entre os tratamentos da racdo e seus componentes, oS mais conhecidos
sdo a peletizacdo e a adicdo de acidos organicos (STERZO et al., 2007;
VANDEPLAS et al., 2010), sendo os &cidos, atualmente, também administrados
na agua de bebida (EISSEN & VAN DER HEIJDEN, 2010). A peletizacdo é um
processo eficiente, mas ndo impede a contaminacao da racédo estocada (GAMA et
al., 2003).

Devido a importancia da producdo avicola no contexto nacional e
internacional e a necessidade de normatizacdo das acbes de acompanhamento
sanitario, relacionadas ao setor avicola, o MAPA criou em 1994 o Plano Nacional
de Sanidade Avicola (PNSA) (BRASIL, 2007b), considerando as enfermidades
aviarias de maior importancia econémica listadas pela OIE.

Em decorréncia da perda econbmica que estas doencas causam na
avicultura e por impedir a exportacdo de produtos avicolas brasileiros, o Programa
Nacional de Sanidade Avicola (PNSA) contempla as Salmonella Gallinarum,
Salmonella Pullorum, Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis, visando o

controle dessa enfermidade em plantéis brasileiros (BRASIL, 2004).
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A vacinagdo com sorotipos homélogos de salmonelas ajuda na reducao da
colonizacdo intestinal e excrecao fecal. As vacinas previnem a transmissao
transovariana e a contaminacdo da casca dos ovos por Salmonella spp. Em aves
vacinadas para SE, observa-se baixa frequiéncia de isolamento tanto em 6rgaos
como fezes, mas as aves permanecem sorologicamente positivas (BARROW et
al., 1991).

PROUX et al. (1998) realizaram vacinacdo com S. Typhimurium inativada,
verificando que a vacina induz protecdo de 85% em pombos que tinham sido
vacinados as sete e 11 semanas de idade e de 50% em pombos que tinham sido
vacinados as 11 semanas de idade, enquanto que todos os pombos do controle
ndo vacinados morreram algumas semanas ap6s o desafio. Nos pombos
vacinados, foram detectados anticorpos contra S. Typhimurium utilizando a técnica
de ELISA.

SILVA & DUARTE (2002) relataram o mecanismo da exclusdo competitiva da
SE (Salmonella Enteritidis), de tal maneira que, a presenca da mesma em um lote
de aves, impede que outro sorotipo de Salmonella se instale, podendo-se postular
que a infecgdo por SE possui um excelente mecanismo de competicdo com outra
Salmonella.

O método de exclusdo competitiva tem se mostrado eficiente no controle de
Salmonella spp. e consiste no oferecimento do conteddo cecal de aves adultas
saudaveis a pintinhos recém-nascidos, acelerando o processo de instalacdo de
uma microbiota intestinal desejavel (PALMU & CAMELIN, 1997).

A realizacdo de exames periddicos que avaliem a qualidade microbiologica
da agua, desinfeccdo de veiculos e fomites utilizados na criacdo, o plantio de
cercas vivas ao redor da propriedade, a realizacdo de quarentena dos animais que
serdo introduzidos, treinamento da méao-de-obra em nocdes béasicas de higiene e
Boas Praticas Agricolas (BPA) auxiliam a reducdo das infec¢cdes por Salmonella
spp. nos criatérios de aves (BRASIL, 2007a).

A selecdo de linhagens genéticas de aves resistentes a infec¢cdo por
Salmonella spp. pode ser usada em combinacdo com outras abordagens de
controle (BARROW, 1999).
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Em relacdo ao controle da Salmonella spp. em humanos, atualmente no
mundo inteiro, € observado um aumento da preocupacdo com a qualidade do
alimento. Essa alteracdo do comportamento do consumidor é necesséaria para
garantir a adocdo de medidas basicas de higiene durante a preparacdo e
estocagem dos alimentos, minimizando assim a presenca de salmonelas
(FREITAS NETO et al, 2010).

Considerando a gravidade da doenca em humanos e as perdas econémicas
na producdo e exportacdo avicola, o trabalho visa primeiramente a verificacdo de
Salmonella spp. na granja, representando um risco da transmissdo do agente
entre as aves selvagens, de producdo e os humanos que tenham contato direto.
Posteriormente ao isolamento se justifica a inoculacdo experimental dos diversos

sorotipos em pintinhos para avaliar o efeito patogénico do agente.
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3. OBJETIVOS

3. 1. Pesquisar Salmonella spp. em:

3. 1. 1. Aves selvagens que frequentam as instalacdes avicolas — 6rgaos,

conteudo intestinal e suabe cloacal,

3. 1. 2. Frangos de corte e diversos materias que tenham contato, desde a
fase de pintinhos até o abate, como: mecoénio, racdo no silo e nos
comedouros, agua do abastecimento da granja e nos bebedouros,
cama aviaria e cascudinhos, fezes de frangos e carcacas.

3. 1. 3. Fezes de roedores co-habitantes das instalacdes avicolas,

3. 1. 4. Fezes de suinos criados em galpdes na mesma propriedade.

3. 2. Pesquisar em soro sanguineo de aves selvagens anticorpos anti-Salmonella
(teste de Pulorose), utilizando a técnica de Soroaglutinagcdo Rapida em Placa
(SAR).

3. 3. Realizar inoculagédo experimental de diferentes sorotipos de Salmonella

isolados no item 3. 1. em pintos de um dia (frangos de corte).

3. 4. Verificar os sinais clinicos, mortalidade e lesdes (macro/micro) em érgaos das

aves inoculadas experimentalmente do item 3. 3.

3. 5. Pesquisar por meio de isolamento, o agente nas fezes e nos 6rgdos das aves

infectadas, conforme o item 3. 3.
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4. MATERIAL E METODOS

A colheita de material dessa pesquisa foi realizada numa granja avicola do
Estado de S&o Paulo e todo o processamento laboratorial foi desenvolvido no
Departamento de Patologia Veterinaria (DPVe) da Faculdade de Ciéncias Agrarias
e Veterinarias (FCAV) da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de
Jaboticabal. Todos os procedimentos realizados nessa pesquisa foram analisados

e aprovados pela Comissé&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da FCAV.

4. 1. Instalacéo avicola

A pesquisa foi realizada em cooperacdo com uma granja avicola de frango
de corte (figuras 1, 2 e 3) integrada a empresa Gonzalez, localizada no nordeste
do Estado de S&o Paulo distante entre duas rodovias estaduais a 6,6 Km e 4,6
Km, respectivamente, e a 6 km do centro de Monte Alto, Estado de Sao Paulo. Ao
redor da granja, existem plantacdes de milho, laranja e eucalipto, além de cana-
de-agucar, predominante na regido. Na granja existiam oito galpbfes avicolas
distantes entre si de aproximadamente 20 e 30 metros, onde a vegetacdo era
mista de capim, erva-daninhas e algumas arvores frutiferas, palmeiras, bananeiras

e amoreiras.

Figura 1: Vista externa do galpédo avicola de frango de corte da
propriedade localizada no municipio de Monte Alto-SP (Foto:
arquivo pessoal).
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Figura 2: Vista externa do galpdo avicola de frango de corte da
propriedade localizada proxima a Monte Alto-SP, onde estdo duas
corujas buraqueiras (Speotyto cunicularia) no telhado (Foto: arquivo

pessoal).

Figura 3: Vista interna do galpao avicola da propriedade localizada proxima
a Monte Alto-SP em situacao de vazio sanitario, mostrando a cama aviaria
de casca de amendoim que sera reutilizada em lote subsequente e com a
presenca de penas (Foto: arquivo pessoal).
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Como medidas de biosseguridade na granja, esta apresentava apenas uma
Unica entrada e saida, controlando assim o fluxo de pessoas e caminhdes. Uma
outra medida era a adoc¢ao do sistema de criacéo “todos dentro e todos fora”, ou
seja, todos os oito galpdes recebiam pintinhos na mesma época e a transferéncia
de todas as aves prontas para 0 abate também acontecia numa Unica época, de
tal maneira, que todos os galpdes passavam por um vazio sanitario simultaneo de
no minimo 10 dias.

A entrada dos galpdes n&o existiam pedilivios com desinfetante, nem cal.
As aves mortas encontradas no galpdo eram incineradas. Os funcionarios
responsaveis pelos galpdes das aves nédo realizavam troca de roupa ou de
calcados, nem tomavam banho antes de entrarem nos galpdes. A cama aviaria, de
casca de amendoim era reaproveitada durante 3 a 4 lotes (aproximadamente seis
meses no total).

No interior dos galpdes vazios (figuras 4 e 5) ou com frangos de corte,

(figura 6) foram observadas aves selvagens.

Figura 4: Presenca de aves selvagens no interior do galpdo avicola de
propriedade localizada proxima a Monte Alto-SP, em situacéo de vazio
sanitario (Foto: arquivo pessoal).
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Figura 5: Presenca de anus-pretos (Crotophaga ani) no interior do galpéo
avicola de propriedade localizada proxima a Monte Alto-SP, em vazio
sanitario (Foto: arquivo pessoal).

Figura 6: Presenca de ave selvagem (Columbina talpacoti) no interior do galpéo
avicola de propriedade localizada proxima a Monte Alto-SP, logo apés a
chegada e alojamento dos pintinhos de um dia no galpdo. As manchas claras na
parte superior da foto sdo artefatos na lente da maquina em decorréncia da alta
umidade e temperatura do local (Foto: arquivo pessoal).
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Quanto a racgéao utilizada na granja, esta era fornecida pronta pela empresa
integradora e armazenada em silos préximos aos galpfes. Tanto as matérias-
primas quanto as racOes prontas da empresa fabricante foram submetidas
periodicamente a anélises microbioldgicas e bromatoldégicas em laboratorios
certificados pelo MAPA.

Os pintinhos provenientes de um uUnico fornecedor foram vacinados contra a
doenca de Marek e Gumboro, ainda no incubatério. Contra a doenga de Newcastle
as aves foram vacinadas ao primeiro dia no galp&o da granja.

Na mesma propriedade existiam além dos galpdes de aves quatro baias de
suinos de varias faixas etarias, distantes 60 metros dos galpbes das aves. Os
funcionarios desse setor esporadicamente auxiliavam nas atividades relacionadas

com os frangos de corte, utilizando as mesmas roupas e botas.

4. 2. Animais e material biolégico colhido
4. 2. 1. Aves selvagens capturadas nas instalacfes avicolas

Para essa pesquisa foram capturados, ao longo de um ano, 36 exemplares
de aves selvagens dentro dos galpdes de frangos de corte.

Para a captura das aves foram utilizadas rede de neblina, rede comum
(figura 7), alcapbes e armadilhas diversas dependendo da biologia e
comportamento da espécie em questdo. Apesar de utilizar diversos métodos para
captura das aves fora dos galpdes, essas técnicas nado foram satisfatérias. Todas
as 36 aves foram capturadas dentro dos galpdes de frangos de corte durante o
vazio sanitario, sendo o método mais facil encontrado, realizado manualmente
com ajuda de redes e pucas.

Toda a manipulacdo das aves (captura, colheita de material biologico,
transporte e eutanasia) foi devidamente autorizada pelo IBAMA (autorizacdo n°
14909-1 - registro no IBAMA n° 1902993).
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Figura 7: Rede comum colocada nas vegetacfes ao redor de galpao avicola em
propriedade localizada proxima a Monte Alto-SP (Foto: arquivo pessoal).

As aves apés a captura foram pesadas e examinadas quanto ao estado
nutricional, temperatura corporal, coloracdo de mucosas, aspectos gerais de
aberturas naturais (bico, olhos, ouvidos, cloaca) e presenca de ectoparasitas.

Foram colhidos os seguintes materiais:

» Sangue: a colheita de sangue foi realizada com a ave anestesiada com a
associacao de Tiletamina e Zolazepan (Zoletil 50®), na dose 2-10 mg/Kg,

por via intramuscular (IM). Com auxilio de seringas de 1mL ou 3mL e

agulhas de calibre 13 x 4,5 ou 25 x 7, foram colhidas amostras de sangue

(volume maximo de 1% do peso da ave) das veias ulnar, braquial, jugular

direita ou do tarso. O sangue apoés a colheita, foi centrifugado a 4.000 rpm

por 10 minutos, o soro separado e destinado para a realizagdo da SAR

(Soroaglutinacdo Rapida em Placa).

» Conteudo cloacal: utilizando suabes estéreis individuais, para cultura de

Salmonella spp.

> Orgaos e contedo intestinal para isolamento de Salmonella spp.: apds a
colheita de sangue e do conteudo cloacal, as aves foram eutanasiadas com
dose complementar do mesmo anestésico (Zoletil 50®, 40 mg/Kg), por via
intramuscular (IM). Logo apés a morte da ave, foram colhidos

assepticamente, fragmentos de figado, baco, pulméo, rim, gbnadas e
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conteddo intestinal (por¢ao final do intestino grosso), sendo colocados em
tubos de ensaio esterilizados contendo solucdo de pré-enriqguecimento
(caldo nutriente Difco®). O conteudo intestinal foi colocado em tubo
separado do restante dos 6rgaos.

> Orgdos para exames histopatologicos: de cada ave foram colhidos
fragmentos de figado, baco, gbnadas, intestinos, ceco, proventriculo,
ventriculo, rim, pulmdo, coracdo e bolsa cloacal. Os oOrgdos foram
armazenados em formol tamponado 1:9 para a confeccdo de laminas

histopatoldgicas.

4. 2. 2. Aves de producéao
As amostras provenientes das aves de producdo foram colhidas de seis
lotes de frangos de corte de diversos galpdes, sendo que cada lote completo
(chegada do pintinho de um dia até a saida das aves para o abate com
aproximadamente 45 dias de vida).
Foram colhidos para isolamento de Salmonella spp., 0s seguintes materiais:
» Meconio e penugens de pintos de um dia: de cada caixa de transporte foi
colhido material (figuras 8 e 9), com um suabe, correspondente uma
amostra desses materiais. Entdo 10 suabes foram agrupados em um “pool”,
sendo considerados uma amostra e, colocadas em frascos contendo 40 mL
de solucdo de pré-enriquecimento. Esses materiais foram colhidos sempre
gue chegaram pintinhos na granja.
» Racédo: amostras de racao foram colhidas no silo e nos comedouros, sendo
40 gramas de racdo em frascos contendo 40 mL de solucdo de pré-
enriguecimento. A racéo foi colhida a cada 15 dias de varios comedouros
dentro dos galpdes e em silos fora dos galpdes, perfazendo um “pool”.
> Agua: foram colhidas amostras de &agua utilizada fora dos galpdes
(torneiras) e dentro (bebedouros), oferecida as aves, sendo 40 mL de agua
em frascos contendo 40 mL de solucao de pré-enriquecimento. A agua foi

colhida de varios locais diferentes, a cada 15 dias.
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» Fezes frescas: foram colhidas fezes frescas existentes nas camas do
aviarios, com auxilio de suabes esterilizados, tanto de pintinhos (figura 10)
como de frangos. As colheitas foram realizadas em trés momentos, sendo
momento um no dia da chegada a granja, momentos dois e trés apés 15 e
45 dias de vida das aves, respectivamente. Os suabes foram agrupados em
“pools” contendo 10 unidades e denominados cada “pool” de uma amostra
e, colocadas em frascos contendo 40 mL de solugcdo de pré-
enriguecimento.

» Carcacas de frangos de corte: encontradas no galpao, tanto de pintinhos
como de aves adultas, foram colhidos fragmentos de o6rgéos (figado,
pulmdo, gbdnadas, rim, baco), intestino com conteddo intestinal e suabe
cloacal, sendo colocados individualmente em frascos contendo 40 mL de
solucdo de pré-enriquecimento.

» Cama aviaria: com auxilio de suabes esterilizados foram colhidas amostras
de cama aviaria usada nos galpdes em trés momentos, ou seja, no dia da
chegada dos pintinhos e apds 15 e 45 dias da instalacdo dos animais. As
colheitas foram realizadas em seis pontos diferentes dentro dos galpbes
(dois na frente, dois no meio e dois no fundo). As amostras foram
agrupadas em “pools”, contendo 10 suabes cada e, colocadas em frascos
contendo 40 mL de solugéo de pré-enriquecimento.

» Cascudinhos (Alphitobius diaperinus) larvas e adultos vivos presentes na
cama aviaria (figura 11). As amostras foram pesadas em 15 gramas cada,
maceradas e, colocadas em frascos contendo 40 mL de solucdo de pré-

enriquecimento.



Figura 8: Chegada dos pintinhos a granja avicola da
propriedade localizada proxima a Monte Alto-SP (Foto:
Arquivo pessoal).

Figura 9: Colheita de suabes de caixas dos
pintinhos, na chegada a granja avicola da
propriedade localizada proxima a Monte Alto-SP
(Foto: Arquivo pessoal).
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Figura 10: Colheita de fezes de pintinhos no primeiro dia de
alojamento na granja avicola da propriedade localizada proxima
de Monte Alto-SP (Foto: Arquivo pessoal).

Figura 11. Amostras de cascudinhos (Alphitobius
diaperinus) na cama aviaria usada na granja avicola
da propriedade localizada préxima a Monte Alto-SP
(Foto: Arquivo pessoal).

4. 2. 3. Roedores
Foram colhidas fezes de roedores (figura 12) encontradas nos forros de

lona, dentro dos galpdes, que foram vistoriados no intervalo de 15 dias.
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Figura 12: Amostras de fezes de roedores
encontradas nos forros dos galpbes da granja
avicola (Foto: arquivo pessoal).

4. 2. 4. Suinos

Os animas de diversas idades, eram criados em baias na mesma
propriedade, distante aproximadamente de 60 metros dos galpdes avicolas.
Desses animais foram colhidas mensalmente, com suabes esterilizados, 10
amostras de fezes frescas, correspondendo a um “pool”. No total foram colhidas

amostras durante 15 meses.

4. 3. Técnicas laboratoriais

Todos os materiais biologicos colhidos para a pesquisa de Salmonella spp.
foram processados no Laboratério de Ornitopatologia do DPVe da FCAV-UNESP

(Nivel de biosseguranca dois), sob orientacéo do Prof. Dr. Angelo Berchieri Junior.

4. 3. 1. Teste sorolégico para pesquisa de anticorpos anti-Salmonella (teste
de Pulorose)

Para a realizagdo dessa técnica, foi utilizado soros de aves selvagens,
conforme descrito no item 4. 2. 1. O antigeno para SAR usado nessa pesquisa foi

da marca Biovet®.
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A técnica de SAR consiste na homogenizagdo de uma gota de antigeno
(SP) com uma gota de soro a ser testado, sendo realizado em placa de vidro e a
temperatura ambiente de 20 a 25°C.

A reacdo positiva é caracterizada pela formacdo de grumos no prazo de
dois minutos (figura 13), apos a mistura do soro com o antigeno, sendo cada teste
realizado junto com os controles positivo e negativo, este Ultimo obtido pela reacdo

de antigeno puro misturado a solug&o salina tamponada.

Figura 13: Reacgbes da técnica de SAR: a esquerda
positiva (formagdo de grumos) e a direita negativa
(Foto: Arquivo pessoal).

4. 3. 2. Cultura e isolamento para Salmonella spp.

As etapas necessarias para o isolamento e identificacdo de espécimes do
género Salmonella incluem diversas etapas, tais como: pré-enriqguecimento,
enriguecimento direto (seletivo), plaqueamento em meios semi-sélidos, andlise
bioquimica e tipificacdo sorologica de acordo com a metodologia modificada de
LITCHFIELD (1973).

Os materiais colhidos de acordo com o item 4. 2., foram destinados para a
cultura de Salmonella spp., sendo armazenados separadamente em frascos
contendo solugéo de pré-enriquecimento (caldo nutriente Difco®) e incubados por
24 horas, a 37°C. Em seguida, aliquotas de 0,1 mL desta solucdo foram
transferidas para tubos contendo 10 mL de Rappaport (RP) e 1 mL da solucéo
inicial com o caldo nutriente foi transferida para tubos contendo 10 mL de Selenito
(SN) e incubados a 37° C, por 24 horas (figura 14). ApGs o enriquecimento
seletivo, cada caldo foi plaqueado em trés diferentes meios de cultivo: Agar Verde
Brilhante (VB) (OXOID CM 263), Agar de MacConkey (MC) (OXOID CM 115) e
Agar xilose-lisine-tergitol (XLT-4) (Bacto XLT-4, 223420, Difco), sendo todas as

placas incubadas a 37°C, por 24 horas (figura 15). De cada placa, trés coldnias



31

sugestivas do género Salmonella (figura 16) foram inoculadas em tubos contendo
agar TSI (Triple Sugar Iron) (OXOID CM 277) inclinado e em LIA (Lisina Iron
Agar) (OXOID CM 381). As coldnias positivas no TSI e LIA (figura 17) foram
submetidas ao teste de aglutinacdo em lamina, com soros polivalentes anti-
antigenos somaticos (O) e anti-antigenos flagelares (H) de Salmonella, sendo

posteriormente encaminhadas ao Laboratério Adolfo Lutz, SP, para a tipificacao.

Figura 15: Continuacdo da figura 14.
isolamento de Salmonella spp., (da Passagem das amostras em meio liquido SN

esquerda para direita) caldo nutriente com e RP para as placas de MC, VB e XLT4.
amostra, caldos SN e RP. Laboratério de Laboratorio de Ornitopatologia, UNESP-FCAV

Ornitopatologia, UNESP-FCAV Jaboticabal Jaboticabal (Foto: Arquivo pessoal).
(Foto: Arquivo pessoal).

Figura 14: Sequéncia dos meios para
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Figura 16: Colbnias sugestivas de
Salmonella spp. em 4gar XLT-4.
Laboratério de Ornitopatologia, UNESP-
FCAV Jaboticabal (Foto: Arquivo pessoal).

Figura 17: Reacao do meio TSI (Triple Sugar Iron) - & esquerda e do meio LIA
(Lisina lron Agar) - a direita, sugestivo para Salmonella spp. Laboratério de
Ornitopatologia, UNESP-FCAV Jaboticabal (Foto: Arquivo pessoal).

4. 3. 3. Exames histopatoldgicos

Os drgaos das aves selvagens capturadas foram previamente fixados em
formol a 10% tamponado e destinados a confecgdo rotineira de laminas
histologicas, coradas com hematoxilina — eosina (HE), no laboratério de
histotecnologia do DPVe da FCAV-UNESP.
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4. 4. Infeccdo Experimental

A metodologia adotada para a infeccdo experimental foi semelhante a
técnica usada por varios pesquisadores (PINHEIRO et al., 2001; OLIVEIRA et al.,
2005; RIBEIRO et al., 2005).

4. 4. 1. Preparacdo de sorotipos resistentes ao acido nalidixico (Nal%)

A infeccao experimental dos pintinhos de um dia foi realizada com os nove
sorotipos de Salmonella previamente isolados a partir de amostras de ave
selvagem, fezes de frangos de corte, cama aviaria, cascudinhos, 4gua e suinos.

Os sorotipos isolados foram processados para se tornarem resistentes ao
antibiotico (acido nalidixico), controlando o crescimento de outras bactérias que
poderiam prejudicar a multiplicacdo do sorotipo de Salmonella em questédo. Para
tanto, uma aliquota de cada col6nia do sorotipo previamente isolado na primeira
etapa desse estudo foi adicionado em um frasco contendo 10mL de caldo Luria
Bertani (LB) e incubado em agitacéo a 37°C, por 24horas. A seguir, a cultura foi
centrifugada a 4.000 rpm, por 30 minutos, a 4°C e o sobrenadante foi descartado,
restando o pellet da bactéria que ficou aderido no fundo do tubo. A seguir, este foi
homogenizado com 1mL de caldo LB acrescido ao tubo. Posteriormente, foi
transferido 0,5mL desse caldo para uma placa de agar MacConkey contendo
acido nalidixico (50ug/mL), sendo distribuido na superficie do agar, com a ajuda
de uma alca em L, e incubada a 37°C por 24horas. Com o0 auxilio de alga de
platina, algumas colonias foram removidas e novamente plaqueadas em meio
MacConkey contendo &cido nalidixico, incubados a 37°C, por 24horas. Esse
processo foi repetido mais uma vez, totalizando trés culturas subsequiente da
bactéria em meios MacConkey enriquecido com acido nalidixico para induzir a
resisténcia do sorotipo ao antibiético utilizado. Apds a ultima incubacdo, uma
colonia foi submetida ao antibiograma para confirmagéo da resisténcia ao acido
nalidixico. Prosseguindo, submeteu-se a bactéria a testes com soros anti-

antigenos somaticos e flagelares de Salmonella e selecionou-se uma colbnia para
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utilizacdo na infecgdo experimental. Todo esse procedimento foi repetido para

cada sorotipo de Salmonella isolado, totalizando nove sorotipos.

4. 4. 2. Preparo das amostras

Para preparar as amostras a serem inoculadas nos animais, foram
utilizadas as col6nias de Salmonella Nal® obtidas no item 4. 4. 1. Essas col6nias
foram diluidas em 10mL de caldo LB e incubadas a 37°C, por 24 horas, em
agitacdo (100 rpm). Posteriormente 0,1mL da cultura foi diluida em solucdo salina
tamponada pH 7,4 (PBS) na proporcédo de 1:10 e diluidas decimalmente até 10°®.
De cada diluicao foi espalhado 0,1mL para uma placa contendo agar Verde
Brilhante (VB), a qual foi incubada por 24h, a 37°C. Decorrido este periodo,
procedeu-se & contagem bacteriana (figura 18). As culturas continham 1,2 x 10®
unidades formadoras de colénias/mL (UFC/mL). Esse preparo foi realizado

individualmente para cada sorotipo isolado.

Figura 18: Placa de agar VB subdividida em trés campos,
onde foram aplicadas 0,1mL (trés gotas) da aliquota
devidamente diluida por campo. Contagem da UFC por
campo (Foto: Arquivo pessoal).
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4. 4. 3. Estudo da infeccdo em aves jovens

Para a realizacdo da infeccdo experimental, foram utilizados pintos de um
dia de idade, de linhagem comercial procedentes de um incubatorio localizado no
Estado de S&o Paulo. O experimento foi conduzido em salas de infec¢do isoladas
localizadas préximo ao laboratério de ornitopatologia no DPVe da FCAV-UNESP.
Essas salas tinham controle de temperatura, luminosidade (artificial) e ventilagéo
(figuras 19 e 20).

Figura 19: Vista externa das salas de infeccdo experimental,
localizadas no DPVe, anexo ao Laboratério de Ornitopatologia,
UNESP-FCAYV Jaboticabal (Foto: Arquivo pessoal).
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Figura 20: Vista interna da sala de infeccdo, ressaltando o
sistema de filtracdo e refrigeracdo de ar (controlador de
ventilagdo), localizado no DPVe, anexo ao Laboratorio de
Ornitopatologia, UNESP-FCAV Jaboticabal (Foto: Arquivo
pessoal).

Os pintinhos de um dia ao chegarem a FCAV foram separadas em nove
grupos de 15 aves cada, sendo que cada ave recebeu, via oral (canula), 0,1mL da
cultura contendo 1,2 x 108 UFC/mL, dos respectivos sorotipos (figura 21). A seguir
foram colocados em baterias metalicas (figura 22), recebendo agua e racdo “ad
libitum”. A racdo era proveniente da fabrica de racdes da FCAV-UNESP e era a
base de milho, soja e premix comercial, sem adicdo de antibiéticos. Tanto a 4gua
quanto a ragdo foram previamente testados (cultura bacteriana) para Salmonella
spp. No momento da chegada dos pintinhos de um dia, foi realizada a cultura do

material (meconio e penugens) existente no fundo das caixas de transporte.



~=

Figura 21: Inoculagéo via oral, da cultura
de Salmonella, com o auxilio de uma
canula esofagica (Foto: Arquivo pessoal).

Figura 22: Pintinhos da infeccdo experimental, mantidos em
baterias metalicas com agua e racao “ad libitum” (Foto:
Arquivo pessoal).

37
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As aves foram observadas, duas vezes ao dia para se verificar alteracoes
no comportamento, como por exemplo, o afastamento ou aproximacéo da fonte de
calor, ingestdo de alimentos e agua, movimentacdo dentro do recinto e aspecto
das fezes.

Foram colhidos para cultura suabes de cloaca de cada ave nos intervalos
de tempo de 24 horas, oito dpi (dias pos-infeccéo) e 15 dpi. Esses suabes foram
colocados em tubos contendo caldo selenito adicionado de novobiocina (SN) e em

seguida plaqueados em agar Verde Brilhante (figura 23).

Figura 23: Plagueamento dos suabes de cloaca em
agar Verde Brilhante (Foto: Arquivo pessoal).

Aos 15 dpi foi realizada eutanasia (deslocamento cervical) da metade (sete
aves) de cada grupo e aos 21 dpi foi realizada eutanasia do restante dos grupos
(oito aves), sendo realizadas necropsias também quando houve morte natural.

Todos os animais foram necropsiados, sendo realizados a colheita de
suabes de figado (figura 24), baco e conteddo cecal de cada ave para serem
colocados em tubos contendo caldo selenito, adicionado de novobiocina (SN) e
incubados a 37°C, por 24 horas. Em seguida, os caldos foram semeados em
placas contendo agar Verde Brilhante (VB) e incubados a 37°C, por 24 horas. Em
seguida foi realizada leitura das placas para se verificar a presenca de Salmonella

em 6rgaos e conteudo cecal.
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Figura 24: Colheita de suabe de figado de frango
experimentalmente  infectado  (Foto:  Arquivo
pessoal).

Foram colhidos e fixados em formol 10% tamponado fragmentos de figado,
baco, gbnadas, ceco, intestino delgado com pancreas, ileo, coracdo e bolsa
cloacal para posterior confeccdo de laminas histopatolégicas, coradas com

hematoxilina — eosina (HE).
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5. RESULTADOS

5. 1. Aves selvagens

5. 1. 1. Espécies capturadas

No total foram capturadas e estudadas 36 aves selvagens encontradas no
interior de galpdes de frangos de corte, durante o vazio sanitario. Durante esse
periodo foi observado um aumento do numero de aves selvagens dentro dos
galpdes em busca de alimentos.

As visitas a granja avicola aconteciam a cada 15 dias ao longo de 15
meses. O numero de aves capturadas variou de acordo com as estac¢des do ano,
sendo capturadas 16 aves (44,44%) durante os meses de verdo, 12 aves
(33,33%) na primavera, quatro aves (11,11%) no outono e quatro aves (11,11%)
no inverno.

Todas as aves estudadas pertenciam a cinco ordens e oito espécies. As
ordens com maior numero de representantes foram Cuculiformes (44,44%),
Columbiformes (38,89%) e Piciformes (8,33%).

Os dados referentes as espécies capturadas e suas respectivas
frequéncias estdo listadas na Tabela 1.

Das aves que foram analisadas, 24 (66,67%) eram machos e 12 (33,33%)

eram fémeas. Todas as aves eram adultas.

5. 1. 2. Exame clinico
Em todas as aves examinadas foram avaliados os parametros como: temperatura
corporal, estado nutricional, aspecto das mucosas e aberturas naturais. Nenhuma
ave apresentou sinais de alteragcdo nos parametros avaliados. A temperatura
corporea variou de 39° a 42°C, sendo considerada dentro dos parametros de

normalidade. Quanto a procura por ectoparasitos, nenhum foi encontrado.
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Tabela 1: Relagdo das ordens, espécies e nimero de aves capturadas na granja

avicola da propriedade localizada préxima de Monte Alto-SP.

Ordem e espécies N° de aves

Cuculiformes (44,44%)
anu preto (Crotophaga ani) 14
anu branco (Guira guira) 2
Columbiformes (38,89%)
rolinha (Columbina talpacoti)

pomba (Patagioenas plumbea)

pomba (Zenaida auriculata) 3
Piciformes (8,33%)

pica-pau do campo (Colaptes campestris) 3
Charadriiformes (5,56%)

guero-quero (Vanellus chilensis) 2

Passeriformes (2,78%)

bem-te-vi (Pitangus sulphuratus) 1

TOTAL 36

5. 1. 3. Teste para pesquisa de anticorpos anti-Salmonella (teste de
pulorose)
Foram realizados testes de SAR para SP em 36 soros e todas as aves

foram positivas para essa técnica soroldgica.

5. 1. 4. Cultura e isolamento para Salmonella spp.
Das 36 aves estudadas, foi realizada a cultura de 6rgaos, de suabe de
cloaca e de conteudo intestinal. Somente em uma ave (Colaptes campestris - pica-

pau-do-campo) isolou-se Salmonella Heidelberg de 6rgaos e contetdo intestinal.
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5. 1. 5. Achados macroscopicas

Durante as necropsias, foram observadas poucas alteracbes como,
esplenomegalia em dois anus pretos e uma pomba. Na maioria das aves da
ordem Cuculiformes, foi observado ventriculos repletos de larvas e adultos de

cascudinhos (Alphitobius diaperinus).

5. 1. 6. Achados microscopicas

A leitura das laminas histolégicas dos érgaos (pulmao, coracao, intestinos,
figado, musculo, ventriculo e proventriculo) colhidos revelou raras alteracfes. No
pica-pau-do-campo (Colaptes campestris), do qual foi isolado Salmonella
Heidelberg, somente foi observado nos pulmdes antracose moderada difusa
periparabronquial. Em uma rolinha caldo de feijao (Columbina talpacoti), observou-
se bactérias (bastonetes) no duodeno e em um bem-te-vi (Pitangus sulphuratus),

degeneracao lipidica difusa em figado.

5. 2. Aves de producao

As amostras provenientes dos frangos de corte foram colhidas de seis lotes
de frangos, durante os 45 dias de permanéncia de cada lote. A relacdo da
guantidade das amostras examinadas para Salmonella spp.e os respectivos

resultados estdo descritos na Tabela 2.
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Tabela 2: Sorotipos de Salmonella isolados de diferentes amostras colhidas na granja

avicola da propriedade localizada préxima de Monte Alto-SP.

TIPO E N° DE
AMOSTRAS

RESULTADO/SOROTIPO/FREQUENCIA

Agua (25 amostras)
(8%)

Insetos (Alphitobius
diaperinus) (25 amostras
contendo 15¢g cada) (4%)

Cama aviaria
(47 amostras) (6,3%)

Fezes de frango de corte
(36 amostras) (11,1%)

Fezes de suinos
(15 amostras) (26,6%)

Fezes de roedores
(30 amostras contendo
20g cada)

Suabes de caixas de
transporte de pintos (20
amostras)

Carcagas de frangos
(25 amostras)

Racdo dos frangos
(25 amostras)

S. Glostrup (uma amostra)
S. enterica subsp. enterica sorotipo 6,8:d:- (uma amostra)

S. Tennessee (uma amostra)

S. enterica subsp. enterica sorotipo 4,5,12:R:- (uma amostra)

S. Heidelberg (uma amostra)
S. Infantis (uma amostra)

S. Heidelberg (uma amostra)
S. enterica subsp. enterica sorotipo 6,7:R:- (uma amostra)
S. enterica subsp. enterica sorotipo 4,5,12:R:- (uma amostra)
S. Tennessee (uma amostra)

S. Panama (duas amostras)
S. Typhimurium (duas amostras)

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo
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5. 3. Infeccao Experimental

As culturas prévias realizadas antes da infec¢éo experimental das caixas de
transporte usadas para pintinhos de um dia, como também da agua e da racéo

consumidas foram negativas para Salmonella.

5. 3. 1. Avaliacéo clinica dos pintinhos pos-infeccéo

Em todos os nove grupos de aves experimentalmente infectadas, foi
observada entre o terceiro dpi (dia pos-infec¢éo) e 12° dpi a presenca de fezes
amolecidas no chéo das gaiolas, ao redor da cloaca e na penugem das aves
(figura 25).

Houve apenas uma morte no 14° dpi no grupo de aves infectadas com S.
enterica subsp. enterica 6,7:R:-.

Figura 25: Presenca de fezes amolecidas nas penas, ao redor da
cloaca dos pintinhos infectados experimentalmente (quinto dpi)
com S. Typhimurium. (Foto: Arquivo pessoal).
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5. 3. 2. Isolamento de Salmonella spp.

Os suabes de cloaca colhidos das aves ao primeiro (figura 26), oitavo e 15°
dpi foram processados para isolamento de Salmonella. Nas primeiras duas
colheitas (1° e 8° dpi), foram avaliadas 15 aves de cada grupo, enquanto que ao
15° dpi foram colhidas amostras de oito aves de cada grupo infectado, como
mostram os respectivos resultados da Tabela 3.

Ao 15° e 21° dpi, foram abatidas de cada grupo, sete e oito aves,
respectivamente. Durante a necropsia (figura 27), foram colhidos assepticamente
suabes de figado, baco e contetdo cecal para se verificar a presenca do sorotipo
de Salmonella spp. inoculado. Os resultados estdo na Tabela 4.

Figura 26: Realizacdo de suabe de Figura 27: Necropsia, colheita de
cloaca em pintinho ao 1° dpi (Foto: suabes e fragmentos de 6rgdos de
Arquivo pessoal). frangos ao 21° dpi. Laboratério de

Ornitopatologia, UNESP-FCAV

Jaboticabal (Foto: Arquivo pessoal).
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Tabela 3: Frequiéncia dos diversos sorotipos de Salmonella spp. Nal? isolados das
aves infectadas experimentalmente ao 1°, 8° e 15° dpi em relagdo ao numero total

de suabes cloacais realizados.

Dias poOs-infeccéao

SOROTIPOS
1° 8° 15°
S. enterica subsp. enterica sorotipo 4,5,12:R:- 15/15 15/15 8/8
S. Heidelberg 15/15 15/15 8/8
S. enterica subsp. enterica sorotipo 6,7:R:- 15/15 15/15 8/8
S. Tennessee 15/15 14/15** 8/8
S. Glostrup 15/15 15/15 8/8
S. Panama 13/15* 15/15 8/8
S. Typhimurium 15/15 15/15 8/8
S. enterica subsp. enterica sorotipo 6,8:d:- 15/15 15/15 8/8
S. Infantis 15/15 15/15 8/8

*De duas aves do grupo infectado com S. Panama (1° dpi) ndo foi isolado o
agente.
** De uma ave do grupo infectado com S. Tennessee (8° dpi), nao foi isolado o

agente.
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Tabela 4: Relagdo do numero de suabes positivos, colhidos do figado, baco e contetdo
cecal das aves, ao 15° e 21° dpi, infectadas com diferentes sorotipos de Salmonella.

ORGAOS
SOROTIPOS .
FIGADO BACO FIG/BACO * CONTEUDO
CECAL
15dpi 21dpi 15dpi 21dpi 15dpi 21dpi 15dpi 21 dpi
S. enterica}
subsp. enterica 47 0/8 5/7 3/8 47 0/8 717 8/8
sorotipo
45,12:R:-

S. Heidelberg 217 0/8 217 0/8 1/7 0/8 717 8/8

S. enterica}
subsp. enterica o7 1/8 al7 1/8 217 1/8 717 8/8
sorotipo 6,7:R:-

S. Tennessee o/7 0/8 3/7 1/8 o/7 0/8 717 8/8
S. Glostrup 0/7 0/8 3/7 1/8 o/7 0/8 717 8/8
S. Panama 0/7 0/8 217 0/8 07 0/8 717 8/8

S. Typhimurium 57 1/8 717 4/8 217 0/8 717 8/8
S. enterica
subsp. enterica 1/7 0/8 3/7 1/8 1/7 0/8 717 8/8

sorotipo 6,8:d:-

S. Infantis 1/7 3/8 317 3/8 0/r7 2/8 717 8/8

TOTAL 12/63 5/72 32/63  14/72  10/63 3/72 63/63  72/72

*Nessa coluna os varios sorotipos foram isolados aos 15 e 21 dpi, tanto do figado

quanto do baco.

Aos 15 dpi, os diferentes sorotipos de Salmonella estavam presentes em

todas as 63 aves (100%) das amostras do contetdo cecal. No figado e no baco,
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de forma independente aos diferentes sorotipos de Salmonella, foram isolados de
12 (19%) e 32 (50,8%) aves, respectivamente. O isolamento concomitante de
Salmonella de figado e baco foi observado em 10 (15,8%) aves.

Aos 21 dpi, os diferentes sorotipos de Salmonella estavam presentes em
todas as 72 aves (100%) das amostras do contetdo cecal. No figado e no baco,
de forma independente, os diferentes sorotipos de Salmonella, foram isolados de 5
(6,94%) e 14 (19,4%) aves, respectivamente. O isolamento concomitante de

Salmonella de figado e baco foi observado em 3 (4,16%) aves.

5. 3. 3. Achados macroscopicas

As aves abatidas apresentaram algumas alteracbes macroscépicas, como
por exemplo, petéquias/sufusbes na musculatura do peito (figura 28) e manchas
claras encontradas no baco com tamanhos variando de 0,1 cm a 0,4 cm (figura
29).

Figura 28: Presenca de petéquias/sufusées na musculatura
peitoral de frango de corte infectado experimentalmente com
Salmonella Glostrup (Foto: Arquivo pessoal).
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Figura 29: Presenca de manchas claras
observadas no baco de frango de corte
infectado experimentalmente (21° dpi) com
Salmonella enterica subsp. enterica sorotipo
4,5,12:R:- (Foto: Arquivo pessoal).

Os achados macroscopicos observados durante as necropsias das 135

aves infectadas estédo copilados na tabela 5.
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Tabela 5: Descricdo dos achados macroscopicos e sua ocorréncia observada nas aves
experimentalmente infectadas com os diferentes sorotipos de Salmonella e abatidas aos
15 e 21 dpi.

ORGAOS/TECIDOS

SOROTIPOS )
FIGADO BACO MUSCULATURA

Coloragdo Presenca Orgéo Presencade Espleno- Petéquias Petéquias
vermelho  de areas vermelho areas claras megalia na coxa no peito
clara claras claro com

areas claras

S. enterica - - - 1 - - 4
subsp.
enterica
sorotipo
4,512:R:-
S. Heidelberg - - - - - - -
S. enterica - - - - - - -
subsp.
enterica
sorotipo
6,7:R:-
S. Tennessee 1 6 - - 4 1 1

S. Glostrup 3 4 1 - 5 2 1

S. Panama 3 3 - - 5 4 1

S.Typhimurium - - - - - 1 1

S. enterica - - - - - - -
subsp.
enterica
sorotipo
6,8:d:-

S. Infantis 3 5 - - 5 3 3

TOTAL 10/135 18/135 1/135 1/135 19/135 11/135 11/135
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5. 3. 4. Achados microscopicas

Os achados microscopicos observados nas laminas histologicas incluem:
presenca de granulocitos em baco e em bolsa cloacal (figura 30), hiperplasia de
enterdcitos e células caliciformes em duodeno (figura 31), ileo, ceco e

degeneracao lipidica em figado de pintinhos (figura 32).

Figura 30: Fotomicrografia de bolsa cloacal de pintinhos com 15
dias de idade, infectados com S. Tennessee, com granulécitos
(seta). HE, obj. 10x. .(Foto: Arquivo pessoal).
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Figura 31: Fotomicrografia de duodeno de pintinhos com 15 dias de
idade, infectados com S. Typhimurium, com hiperplasia de
enterdcitos (seta preta) e células caliciformes (seta azul). HE, obj.
4x.(Foto: Arquivo pessoal).

Figura 32: Fotomicrografia de figado de pintinhos com 15 dias
de idade, infectados com S. Typhimurium, com degeneracao
lipidica (seta). HE, obj. 10x. (Foto: Arquivo pessoal).
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6. DISCUSSAO

Para a industria avicola brasileira, que se encontra em franca expanséo,
continuar mantendo esses niveis de producdo, ha a exigéncia da prevencao de
diversas doencas, inclusive da salmonelose aviaria. As perdas econbmicas
determinadas por esta doenca podem ocorrer em todas as fases da producéo
avicola, desde a criacado das aves até a comercializagéo, além de representar um
importante risco para a saude publica.

As medidas de biosseguridade tém a funcdo de evitar a presenca de
agentes patogénicos na producdo avicola. Quando ndo sdo adequadamente
realizadas, principalmente, em plantéis de frangos de corte, é frequente verificar
Salmonella spp., impossibilitando a exportacdo dos subprodutos dessa granja.

Em diversas espécies animais, incluindo as aves domésticas, a grande
guantidade e variedade de bactérias, dentre elas, diferentes sorotipos de
Salmonella, existentes no sistema gastrintestinal, é considerado um achado
comum (LEE, 1985). O sistema atual de criacdo intensiva adotado na avicultura
industrial favorece a propagacdo de bactérias por meio das fezes. Na literatura
mundial é relatada a ocorréncia de diversos sorotipos de Salmonella em varias
espécies de aves selvagens (HOFER et al., 1997; SANDER et al., 2001; KIMPE et
al., 2002; REFSUM et al., 2003; WARD et al., 2003; SOUSA et al., 2010a; SOUSA
et al., 2010b)

A quantidade de aves selvagens observadas e capturadas nos galpdes foi
maior durante a época quente (primavera-verdo), quando foram capturados 28
animais, do que na época do frio, quando foram apenas oito aves. A maior
freqiéncia de aves no periodo quente talvez pudesse ser associada ao periodo
reprodutivo. A captura das aves nos galpdes vazios foi mais facil, do que quando
ocupados pelos frangos.

As duas espécies aviarias mais capturadas foram o anu preto (Crotophaga
ani) e a rolinha (Columbina talpacoti), possivelmente por serem mais frequentes
no local e por ingerirem em vida livre graos e insetos (SIGRIST, 2006). Nos

galpdes essas aves se alimentam de cascudinhos da cama e ragcéao de frango. Na



54

literatura é descrita a presenca de passaros, corvos e pombos proximos as
instalacbes avicolas (SCHELLING et al.,, 1999). Além das espécies das aves
capturadas, outras, tais como: Tyrannus savana (tesourinha), Ardea alba (garca
branca grande), Egretta thula (garca branca pequena), Bubulcus ibis (garca
vagueira) e Coragyps atratus (urubu), foram vistas nas proximidades da granja.
Todas as aves capturadas foram adultas. Quanto ao sexo das aves,
predominaram os machos com 24 (66,67%) aves, seguidos pelas fémeas com 12
(33,33%) aves. Essa relacado talvez seja decorrente da época reprodutiva, quando
as fémeas ficam ocupadas com os ovos ou filhotes no ninho e os machos saem a
procura de alimentos. Outro fator para o predominio de machos capturados,
poderia ser a sua exposicdo ambiental durante seu comportamento de defesa

territorial, também observado em quero-queros adultos (COSTA, 2002).

Em relacdo ao exame clinico, todas as aves avaliadas foram assintoméaticas
inclusive uma ave, da qual foi isolado Salmonella Heidelberg nas visceras e no
conteudo intestinal, sugerindo que esse agente talvez ndo seja patogénico para a
espécie da ave em questdo. Dados semelhantes constam na literatura, onde
Sousa et al, (2010a) isolaram Salmonella spp. tanto de pombas assintomaticos,
como de outras com sintomas inespecificos.

Nesse experimento foram testadas pela técnica de SAR-SP 36 soros para a
presenca de anticorpo anti-Salmonella, sendo todas as amostras positivas. Esse
fato indica que as aves tiveram contato com S. Pullorum ou ocorreu uma possivel
reacdo cruzada com outros sorotipos pertencentes ao sorogrupo D (BERCHIERI
JUNIOR & FREITAS NETO, 2009). Por outro lado, em um levantamento de 133
amostras de soro de pombos domeésticos (Columba livia), utilizando a técnica
SAR-SP, apenas uma amostra foi positiva (CARRASCO et al., 2011). De acordo
com as orientacdes do MAPA (PNSA), aves reagentes em testes soroldgicos
(ELISA e SAR) devem ser submetidas a exames bacteriologicos para confirmacao
do resultado sorologico.

A partir das amostras de suabe de cloaca, de o6rgdos e de conteudo
intestinal das 36 aves selvagens capturadas, o isolamento de Salmonella

Heidelberg ocorreu apenas dos 6rgdos e do conteudo intestinal de um pica-pau do
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campo (Colaptes campestris), ndo sendo isolado do suabe de cloaca. Como foi
realizado apenas uma colheita de suabe de cloaca, pode ocorrer a auséncia do
agente, lembrando o comportamneto de eliminacdo intermitenete observado na
Salmonella. semelhante ao descrito para aves de postura comercial (KOTTWITZ
et al.,, 2008). Toro et al. (1999) isolaram Salmonella spp. em 3% de pombos
domésticos avaliados em Santiago do Chile. GOPEE et al. (2000) encontraram a
mesma positividade em diversas espeécies de aves selvagens analisadas em
Trinidad e, SOUSA et al. (2010b) detectaram em 3,1% das aves selvagens
brasileiras a presenca de Salmonella spp. Por outro lado, BRITTINGHAM et al.
(1988) ao avaliarem 364 passeriformes e pica-paus saudaveis em Wisconsin nos
EUA néo houve isolamento de Salmonella spp.

Salmonella Heidelberg foi descrita em gaivotas (SNOEYENBOS et al.,
1967; FENLON,1981), em aves exaéticas cativas no Jardim Zooldgico de Lisboa e
Parque Ecolégico de Monsanto (GOMES et al., 2002), e em patos e codornas
(MCCREA et al., 2006). HOFER et al. (1997) isolaram diversos sorotipos de
Salmonella dentre eles, S. Heidelberg de frangos, perus, patos, marrecos,
codornas, pombos e passaros silvestres, provenientes de diversas regibes do
pais.

O isolamento de S. Heidelberg em um pica-pau-do-campo desse
experimento pode ser explicado de diversas maneiras. Como o atual estudo
comprova a existéncia de Salmonella spp. nas instalagdes avicolas (cama aviaria,
agua, fezes de frango, cascudinhos), as aves selvagens ao freqlentarem esses
ambientes podem se infectar. Considerando que ZANCAN et al, (2000), relataram
esse sorotipo em amostras de caixa de transporte de pintos de um dia, as aves
comerciais representariam uma fonte de infeccdo para a avifauna selvagem local,
que uma vez infectadas podem disseminar o agente etioldgico tanto para outras
espécies em vida livre, como nas proprias instalacdes da granja (racdo, agua,
cama aviaria), principalmente quando é feito a reutilizacdo da cama aviaria sem
tratamento adequado. Seria de interesse cientifico a verificacdo de semelhancas
entre 0 mesmo sorotipo (S. Heidelberg) isolado de aves selvagem e aves de

producao/instalacéo avicola, utilizando a técnica de fagotipagem.
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Nos exames anatomopatologicos e histopatolégicos da ave selvagem
positiva ndo foram encontradas alteracdes tipicas da doenca, como as descritas
na literatura (JOPPERT, 2007).

Quanto ao isolamento da bactéria nessa pesquisa a partir de amostras de
agua do abastecimento de bebedouros de frangos de corte, foram isolados dois
(8%) sorotipos de Salmonella (S. Glostrup e S. enterica subsp. enterica sorotipo
6,8:d:-). SOUZA et al. (1992) também relataram o isolamento do sorotipo Glostrup
de agua em 6,7% de bebedouros de animais domésticos analisados. A S. enterica
subsp. enterica sorotipo 6,8:d:- que foi isolada de 4gua nessa pesquisa, pertence
ao sorogrupo 0O:8 (GRIMONT & WEILL, 2007). Outra Salmonella do mesmo
sorogrupo (S. enterica subsp. enterica sorotipo 6,8:r:-) foi isolada por HOFER et al.
(1998) em uma (0,04%) amostra de matérias-primas e de ragdo para aves no
Brasil.

A presenca de Salmonella Tennessee em 4% dos cascudinhos (Alphitobius
diaperinus) encontrados em camas aviarias dentro dos galpfes pesquisados
corrobora os achados de HAREIN et al. (1970), que isolaram S. Heidelberg, S.
Whorthington, S. SantPaul, S. Thyphimurium e S. Mbandaka desses insetos. Na
Dinamarca, HALD et al. (1998) isolaram Salmonella Infantis em 45% dos
cascudinhos colhidos durante o periodo do vazio sanitario, sugerindo que o novo
lote de aves poderdo-se contaminar ao utilizar a cama aviaria contendo os insetos.
JENSEN et al. (2006) observaram que a eliminacdo da bactéria dos plantéis
somente foi possivel apds a eliminacdo do coledptero, indicando a correlacéo
entre Salmonella Typhimurium e a presenca de Alphitobius diaperinus. SKOV et
al. (2004) descreveram Alphitobius diaperinus como vetor de Salmonella numa
granja, onde isolaram S. Tennessee de frangos de corte e de cascudinhos
simultaneamente. LEFFER et al. (2010) ao fornecerem para frangos de corte as
larvas e adultos de Alphitobius diaperinus infectados com Salmonella Enteritidis
comprovaram que, as aves que ingeriram as larvas foram mais infectadas, do que
aguelas que comeram os insetos adultos. O isolamento de Salmonella Tennessee
a partir dos cascudinhos no presente trabalho pode ter sua origem nas fezes de

frango, de onde foi isolado o0 mesmo sorotipo.
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Nessa pesquisa foi isolada Salmonella em 11,1% das amostras de fezes
frescas de frangos e pintos de corte. Em comparacdo MORRIS et al. (1969)
encontraram uma frequéncia de 83%. Quanto aos sorotipos Salmonella
Heidelberg também foi isolado por MORRIS et al. (1969). O isolamento de
Salmonella Tennessee concomitantemente nas fezes e nos cascudinhos condiz
com os achados de SKOV et al. (2004). O sorotipo (Salmonella enterica subsp.
enterica sorotipo 6,7:R:-) isolado nessa pesquisa também foi descrito por HOFER
et al. (1997) em aves selvagens e de producdo no Brasil, porém como sendo um
achado acidental ou raro. HOFER et al. (1998) isolaram esse mesmo sorotipo em
amostras proveniente de matérias-primas e de racao para aves de producao. A S.
enterica subsp. enterica sorotipo 4,5,12:R:- isolada de fezes nessa pesquisa,
pertence ao sorogrupo O:4 (GRIMONT & WEILL, 2007). Outra Salmonella do
mesmo sorogrupo (S. enterica subsp. enterica sorotipo 4,5,12:-) foi isolada por
SANTOS et al. (2000) de carcagcas de frangos congeladas. Ainda dentro do
mesmo sorogrupo FERNANDES et al. (2006) relataram a S. enterica subsp.
enterica sorotipo 4,5,12:i:- sendo um dos mais frequentes isolados de fezes de
criangas de 1 a 4 anos de idade.

A Salmonella enterica subsp. enterica sorotipo 4,5,12:R:- foi isolada tanto
de fezes de frangos como da cama aviaria, sugerindo que aves contaminadas
disseminaram o0 agente na cama, ou a cama ao ser reutilizada ja estava
contaminada e infectou um novo lote de aves.

Das amostras de cama aviaria em 6,4% foi isolado Salmonella, sendo trés
sorotipos diferentes: Salmonella enterica subsp. enterica sorotipo 4,5,12:R:- ;
Salmonella Heidelberg e Salmonella Infantis. Comparativamente ANDREATTI
FILHO et al. (2001) encontraram uma prevaléncia menor de 1,36% quando
isolaram S. Mbandaka em amostras de cama aviaria. Por outro lado no Canada
BHATIA et al. (1979) encontraram 17,1%, 22,8% e 24% de amostras positivas
para Salmonella na cama nova colhida antes do alojamento das aves, cama
colhida aos cinco dias de criacdo e na cama colhida as seis semanas de criacao,
respectivamente, mostrando que o0 grau de contaminacdo € diretamente

relacionado com o tempo de utilizacdo. Dentre os sorotipos isolados estavam, S.



58

Infantis, S. Bredeney, S. Havana, S. Johannesburg, S. Montevideo e S. Drypool.
Na literatura sao encontrados diversos estudos que comparam a qualidade
microbioldgica de camas aviarias novas e reutilizadas e seus efeitos na qualidade
final da producéo de frangos de corte. Assim FANELI et al. (1970) constataram
gue Salmonella infantis e Salmonella Typhimurium, apresentam menor
persisténcia em cama reutilizada em comparag¢do a cama nova, sugerindo que, as
camas reutilizadas tém efeito inibitério na Salmonella spp. JONES & HAGER
(1982) compararam cama nova e cama reutilizada na criagdo de frangos e nédo
constataram diferencas significativas no peso corporal, na conversao alimentar e
no numero de condenacdes. Segundo JORGE (1990), a cama reutilizada néo foi
prejudicial as aves, evidenciando propriedades benéficas para os plantéis, pois 0s
lotes apresentaram poucos problemas sanitarios e menor mortalidade. Além disso,
os indices zootécnicos de produtividade, em muitos casos, foram semelhantes ou
superiores aos observados nos lotes criados em cama nova.

Nessa pesquisa, foi isolado Salmonella de 26,7% das amostras de fezes de
suinos criados préximos aos galpdes de frangos de corte, dentro da mesma
granja. Os sorotipos isolados foram S. Panama e S. Typhimurium, semelhante ao
descrito por SCHWARZ et al. (2009), que consideraram esses sorotipos 0s mais
prevalentes. O sorotipo Typhimurium foi isolado de suinos criados no sistema
intensivo (WEISS et al., 2002), em suinos de terminacdo e em amostras de racao
desses animais (MICHAEL et al., 2002). MASSON et al. (2010) relataram que a
Salmonella Panama € um importante agente patogénico para os suinos. Convém
lembrar da possivel transmissédo do patdogeno dos suinos para os seres humanos
e também para as aves, principalmente quando o manejo dos diferentes animais é
realizado pelo mesmo funcionario.

Apesar do freqlente relato de Salmonella em racBes e matérias-primas
(BERCHIERI JUNIOR et al., 1984; GIRAO et al., 1985; HOFER et al., 1998) nesse
trabalho né&o foi isolado o agente da racéo das aves. Da mesma forma ZANCAN et
al. (2000) e ROCHA et al. (2003) relataram o isolamento de Salmonella spp. em
caixas de transporte de aves recém nascidas, fato que nesse experimento

também néo foi verificado. Finalmente contrario da literatura (BERCHIERI JUNIOR
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et al., 1989) nesse estudo néo foi isolado Salmonella spp. das amostras de fezes
de roedores.

Quanto a infeccdo experimental, o Unico sinal clinico observado foram as
fezes moles no chédo das gaiolas e ao redor da cloaca das aves, entre 0 3° dpi e
12° dpi. Esses achados sdo semelhantes com os encontrados por ANDRADE et
al. (2009). Em pesquisas semelhantes utilizando S. Pullorum (PINHEIRO et al.,
2001) e S. Kottbus (RIBEIRO et al., 2005) ndo foram observados sinais clinicos.
Segundo BARROW (2000) nem sempre a presenca da Salmonella esta associada
a enterite em aves infectadasporém o acumulo de excretas na regido pericloacal
caracteriza uma disfuncéo intestinal.

Durante a fase experimental, no 1°dpi apenas duas aves infectadas com S.
Panama foram negativas na cultura do suabe de cloaca, sendo positivas no 8° dpi.
No 8° dpi apenas uma ave infectada com S. Tennessee (positiva no 1° dpi) foi
negativa na cultura de suabe de cloca. No 15° dpi todas as amostras foram
positivas. As variacdes nos resultados de cultura de suabe nas aves infectadas
podem ser explicadas, nas aves, devido a eliminagédo intermitente do agente
(KOTTWITZ et al., 2008). Até o final do experimento (21° dpi) todas as aves
continuavam eliminando o agente, concordando com OLIVEIRA et al. (2005) e
RIBEIRO et al. (2005) que relataram excrecao fecal de Salmonella spp. por tempo
prolongado.

Nos 15° e 21° dpi quando a primeira e segunda metade das aves,
respectivamente, foram abatidas o agente foi isolado do figado e do baco e de
100% das amostras do ceco, sendo assim podemos afirmar que esses sorotipos
usados nas infeccbes experimentais sdo paratifdides. Dados semelhantes foram
descritos por GAST & HOLT (1998), que isolaram S. Enteritidis de figado e bago
no 7° dpi e no ceco até 24 semanas pos-infeccdo. O isolamento a partir do figado
e do baco sugere que o agente inoculado via oral, passou para circulagéo
sanguinea para se instalar nos o6rgdos. Estudos realizados com sorotipos
virulentos (S. Typhimurium) sugerem que a bactéria apds a invasao no intestino se
multiplica no figado e baco e em seguida se disseminam para outros 6rgaos,

produzindo uma infeccdo sistémica (BARROW et al., 1987).
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Durante a necropsia dos pintos nesse experimento, foram observadas
alteracBes macroscopicas inespecificas, tais como: figado de coloracdo vermelho
claro e com areas esbranquicadas, esplenomegalia e petéquias em musculos da
coxa e do peito, principalmente em aves infectadas com sorotipos S. Tennessee,
S. Panama4, S. Glostrup, S. Infantis. Quanto as alteracdes microscopicas nas aves
infectadas, observou-se granulécitos em baco e bolsa cloacal e hiperplasia de
enterécitos e células caliciformes em duodeno, ileo e ceco. Esses achados néo
sdo especificos para infeccdo por Salmonella spp., mas podem estar
correlacionados. ANDRADE et al. (2009) ao pesquisarem os aspectos clinicos e
anatomo-histopatologicos de pintos de corte oriundos de ovos inoculados
experimentalmente com S. Enteritidis, observaram durante a necropsia: onfalite,
peritonite, tiflite, exsudato viscoso de cor amarelada no ceco e duodeno e
congestao hepatica. Ainda no mesmo estudo, esses autores relataram a presenca
de processo inflamatério com infiltrados de células mononucleares com
predominancia de macréfagos e linfocitos em duodeno, jejuno, ileo e cecos.

Como no presente estudo ndo foi observado nos pintinhos lesdo muito
relevante associada a infeccdo experimental com diversos sorotipos de
Salmonella, sugere-se que os sorotipos inoculados séo de baixa patogenicidade
para essas aves. O trabalho revelou que na propriedade estudada instalacao
avicola estudada ocorre interacdo direta entre a avifauna selvagem, os frangos de
corte e as instalagdes avicolas, permitindo a transmissado de agentes etiologicos
entre eles. Dessa maneira as aves selvagens poderiam carrear agentes para as
aves de producdo, assim como as aves selvagens se infectariam nas instalagoes
avicolas e disseminariam o agente para outras espécies de aves susceptiveis,
ameacando a populacdo de vida livre. Baseado nas hipéteses acima, pesquisas

futuras nesse sentido seriam imprescindiveis.
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7. CONCLUSOES

O isolamento do agente nas instalacdes avicolas e suinicolas comprovam
que existe uma contaminagéo dentro da granja.

O achado de Salmonella spp. em aves selvagens comprova que essas aves
albergam e eliminam esse agente.

As infeccOes experimentais comprovaram a baixa patogenicidade dos

sorotipos frente as aves infectadas.
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