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RESUMO

As salmonelas paratificas mantém posicdo de destaque no enfoque sanitario como
importantes patdgenos na avicultura, pois dentre outros fatores, ameacam a aceitagdo publica
dos produtos avicolas. O objetivo deste trabalho foi verificar a ocorréncia de Salmonella spp.
em granjas de aves reprodutoras comerciais através de amostras colhidas com suabes de
arrasto. No periodo de janeiro de 2006 a dezembro de 2010 foram analisadas 2323 amostras
de suabes de arrasto provenientes de granjas matrizes localizadas nos Estados de Séo Paulo e
99 (4,26%) foram positivas para Salmonella. Dentre os sorovares isolados, 0os mais freqlentes
foram S. Enteritidis (17/17,2%), S. Typhimurium (9/9,1%), S. Corvallis (8/8,1%), S. Agona
(6/6,1%) S. Infantis (6/6,1%), S. Schwarzengrund (6/6,1%) e S. Tennessee (6/6,1%).
Entretanto, quando analisamos 0s sorovares em anos separadamente, observa-se que S.
Enteritidis ndo foi identificada nos anos de 2009 e 2010, S. Typhimurium ndo foi identificada
no ano de 2010 e o isolamento da S. Hadar (3/33,34%) foi o0 mais prevalente neste ano.
Demonstramos a importancia de um estudo epidemiolégico sobre a ocorréncia de Salmonella
em aves reprodutoras comerciais, em virtude da importante posicdo das aves dentro da cadeia
alimentar e do ciclo de propagacdo desta bactéria, envolvendo sanidade avicola e saude
publica.

Palavras-chave: avicultura, aves reprodutoras comerciais, Salmonella spp., sorovares, suabes

de arrasto

ABSTRACT

The paratyphi Salmonella maintain leading position in health focus how important pathogens
in aviculture, because among other factors, threaten the public acceptance of poultry products.
The present work aimed to verify the occurrence of Salmonella spp. in breeders by means of
drag swabs. In the period from January of 2006 to December of 2010, 2323 samples were
analysed from breeders located in the State of Sdo Paulo, 99 (4,26%0 were positive for
Salmonella. Among the serovars isolated, most frequent they were S. Enteritidis (17/17,2%),
S. Typhimurium (9/9.1%), S. Corvallis (8/8.1%), S. Agona (6/6.1%), S. Infantis (6/6.1%), S.
Schwarzengrund (6/6.1%) and S. Tennessee (6/6.1%). However, when we analyse at the
serovars in years separately, it is observed that S. Enteritidis was not identified in the years of
2009 and 2010, S. Typhimurium was not identified in the year of 2010 and the isolation of S.
Hadar (3/33.34%) was the most prevalent in this year. We demonstrate the importance of an
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epidemiological study on the occurrence of Salmonella in breeders, due to the important
position of birds within the food chain and the cycle of the propagation of this bacteria,
involving avian pathology and public health.

Key words: aviculture, broiler breeders, Salmonella spp., serovars, drag swab

INTRODUCAO

As salmoneloses sdo enfermidades provocadas por bactérias do género Salmonella, das
quais séo conhecidos aproximadamente 2610 sorotipos (TESSARI et al., 2012). Consideradas
zoonoses, elas exigem um trabalho arduo de controle, tendo em vista a emergéncia de novos
sorovares e a reemergéncia de outros em determinadas areas.

No inicio da avicultura comercial, especificamente o de criacdo intensiva, S. Gallinarum
e S. Pullorum eram os principais problemas sanitarios. A partir de um trabalho intensivo de
diagnostico e eliminacdo de aves portadoras, praticamente eliminou-se estes sorovares dos
plantéis avicolas. No entanto, o nicho criado pela erradicacdo desses sorovares foi
provavelmente preenchido por S. Enteritidis, que proliferou nestas criagdes. Historicamente S.
Typhimurium era o agente mais comum em doenga de origem alimentar humana, embora nas
ultimas décadas S. Enteritidis tenha sido implicada mais frequentemente nos surtos de
salmoneloses (BERCHIERI JUNIOR & FREITAS NETO 2009; KOTTWITZ et al., 2010),
através do consumo principalmente de produtos alimenticios de origem avicola. Embora esse
patégeno continue a ser um problema significativo em ovo comercial e producdo de aves, a
sua prevaléncia entre as aves vem diminuindo (FOLEY et al., 2011). Coincidindo com a
diminuicdo de S. Enteritidis, S. Heidelberg e S. Kentucky surgiram como 0s sorovares
predominantes em frangos de corte comerciais nos EUA (CDC, 2008; FOLEY et al., 2011).

CALDWELL et al. (1995) citam que os sorovares de Salmonella mais comuns podem
se repetir numa mesma area, e diferentes areas apresentam distintos sorovares, pois muitas
séo as fontes ambientais de introducdo de Salmonella num sistema de criagéo.

Conforme BERCHIERI JUNIOR (2000), muitos sorovares de Salmonella ja foram
isolados de aves com ou sem apresentacdo e quadro clinico do paratifo aviario. O mais
comum é a S. Typhimurium, mas outros, entre eles S. Enteritidis, S. Agona, S. Infantis, S.
Hadar, S. Senftenberg e S. Heidelberg foram identificados como agentes etioldgicos do

paratifo aviario.
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A S. Hadar tornou-se um sorotipo comum envolvido em surtos de doengas transmitidas
por alimentos de origem animal como carnes e produtos avicolas em varios paises (ROWE et
al., 1980; 2000; HERIKSTAD et al., 2002; ECHEITA et al., 2005).

A complexa epidemiologia de salmonela na cadeia da producdo das aves envolve a
transmissdo vertical, via ovo, desencadeando o0 nascimento de pintos infectados. Os
programas de prevencdo e controle com as infec¢des provocadas por salmonelas paratificas
contemplam véarias medidas coordenadas simultaneamente, com o0 objetivo de evitar a
transmissdo vertical e horizontal da bactéria.

Como medida profilatica eficaz, a vacinacdo contra S. Enteritidis pode ser utilizada em
reprodutoras com o objetivo de protecdo e transferéncia para a progénie. Esta é uma
ferramenta disponivel no Brasil desde novembro de 2003 (MAPA Instrucdo Normativa 78 03
de novembro de 2003). A vacinacdo nos programas de controle de S. Enteritidis tem um
grande efeito para a reducdo da contaminacdo dentro dos lotes de matrizes e contribui
eficazmente para eliminar a transmissao vertical (SONCINI, 2002).

E importante ressaltar que nos dltimos anos, tem ocorrido alterac@es significativas na
predominancia de sorovares associados a aves comerciais e infeccdes em humanos (FOLEY
et al., 2011). Ha uma preocupacgdo crescente sobre outros sorovares como Infantis, Agona,
Hadar, Heidelberg e Virchow, como causadores de infec¢cbes em humanos (FREITAS NETO
etal., 2010).

Ha caréncia de dados na literatura sobre a epidemiologia de Salmonella spp. em aves
reprodutoras comerciais, portanto o objetivo deste estudo foi o isolamento e sorotipagem de
Salmonella através de suabes de arrasto provenientes de aves reprodutoras comerciais, com o

intuito de rastreamento epidemioldgico.

MATERIAIS E METODOS

Durante janeiro de 2006 a dezembro de 2010, foram analisadas 2323 amostras de
suabes de arrasto em quatro granjas de aves reprodutoras comerciais, provenientes de diversas
empresas avicolas localizadas no Estado de S&o Paulo. As analises foram processadas no
laboratério do Centro Avancado de Pesquisa Tecnoldgica do Agronegocio Avicola de
Descalvado, Instituto Biologico, SP. O processamento consistiu das etapas de pré-
enriquecimento, enriquecimento seletivo, semeadura em agar, semeadura em meio para
diagnostico bioquimico presuntiva, diagndstico bioquimico complementar e identificacdo
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soroldgica, seguindo a metodologia descrita pela portaria n° 08 de 23/01/95 do MAPA
(BRASIL, 1995).

Os suabes de arrasto foram adicionados a 225ml de agua peptonada tamponada a 1% e
incubados a 41°C(£2) por 18 a 24 horas. Em seguida, transferiu-se aliquotas de 1ml para 10ml
dos caldos tetrationato-verde brilhante acrescido de 1ml de solucdo iodo-iodetada e selenito,
incubando-os a 41°C(+2) por 24 horas. Apo0s, as culturas em enriquecimento seletivo foram
semeadas em placas de Petri contendo agar XLT-4 (xilose lisina tergitol 4) e &gar Mac-
Conkey, sendo incubadas a 37°C por 24 horas. As coldnias que apresentaram caracteristicas
compativeis com as do género Salmonella foram submetidas ao diagnéstico bioquimico
presuntivo, constituido por agar triplice actcar e ferro (TSI) inclinado, caldo lisina, caldo
uréia e meio SIM (sulfeto indol motilidade), incubados a 37°C por 24 horas. A partir do agar
TSI, as colbnias compativeis com o género Salmonella foram submetidas a provas
bioquimicas complementares com testes para utilizacdo do citrato, transformacdo da
fenilalanina, utilizacdo do malonato, descarboxilacdo da lisina e ornitina, desidrolacdo da
arginina, fermentacdo dos carboidratos, prova do vermelho de metila e prova de Voges
Proskauer.

As colbnias bacterianas que apresentaram perfil bioquimico do género Salmonella
foram submetidas a provas de detec¢do de antigenos somaticos (O) e flagelares (H), mediante
0 uso de soros polivalentes anti-antigenos O e anti-antigenos H. A prova foi realizada
mediante colheita do crescimento bacteriano em &gar nutriente, com auxilio da alca de
semeadura e ressuspensao em solucdo salina 0,85%, depositada sobre uma placa de vidro e
adicdo de igual volume de soro. Apds a homogeneizacdo, a prova foi considerada positiva,
guando se evidenciou a presenca de grumos. Apos a confirmacdo soroldgica, as coldnias
foram semeadas em tubos contendo &gar nutriente e incubadas a 37°C por 24 horas e, a
seguir, encaminhadas para tipificacdo do sorovar ao setor de Enterobactérias do Laboratorio

de Referéncia Nacional, Fundag&o Instituto Osvaldo Cruz (FIOCRUZ) no Rio de Janeiro.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Das 2323 amostras de suabes de arrasto, 99 (4,26%) foram positivas para Salmonella
spp., permitindo a identificagdo de 27 sorovares. Os sorovares isolados das amostras estdo

apresentados na Tabela 1.
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O presente estudo mostrou que S. Enteritidis foi o sorovar mais frequentemente isolado
em matrizes, durante o periodo total analisado de 2006 a 2010, correspondendo a 17,2% das
cepas identificadas, indicando uma possivel possibilidade de transmissdo vertical para a
progénie além de toxinfecgdes alimentares no ser humano. A S. Typhimurium foi o segundo
sorovar mais predominante (9,1%) neste estudo no periodo total analisado. Entretanto, quando
analisamos 0s anos separadamente, observa-se que a S. Enteritidis foi identificada nos anos de
2006, 2007 e 2008, ndo sendo isolada nos anos de 2009 e 2010. O isolamento da S.
Typhimurium teve um declinio do ano de 2006 até 2008, reaparecendo acentuadamente no
ano de 2009, porém ndo houve isolamento em 2010 deste sorovar. A S. Hadar foi o sorotipo
mais incidente (33,34%) em 2010.

Em levantamento dos sorovares de Salmonella spp. isolados de matrizes comerciais em
diversas regides do Brasil entre 1997 a 2004, pesquisadores concluiram que houve uma alta
incidéncia de S. Enteritidis em 57,5%, seguida de S. Heidelberg em 22,8% e baixa incidéncia
de S. Typhimurium em 1,3% (KANASHIRO et al., 2005).

Em relato anterior de CARDOSO et al. (2010), de 609 amostras de suabes de arrasto, 37
(6,1%) foram positivas para salmonela isoladas de aves reprodutoras comerciais, e S.
Enteritidis foi o sorovar mais freqiiente, correspondendo a 24,33% das cepas identificadas, S.
Agona 10,82% e S. Typhimurium (8,11%).

Conforme DESMIT et al. (1998) a S. Hadar, da mesma forma que S. Enteritidis e S.
Typhimurium, pertence ao grupo das salmonelas paratificas ou zoonoticas, porém, diferente
destas, S. Hadar, ndo é considerada pelo European Union Zoonosis Council Directive
92/117/EEC como um sorotipo invasivo, no entanto, ndo ha uma delimitacdo clara entre
sorotipos invasivos e ndo invasivos de Salmonella. O sorovar Hadar ja foi isolado de 6rgaos
de aves, 0 que sugere uma caracteristica invasiva ao mesmo.

Segundo NASCIMENTO (1996), as salmonelas mais comumente envolvidas em casos
de intoxicacdo alimentar em humanos s&o: S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Hadar, S.
Senftenberg, S. Agona, S. Newport, S. Montevideo, S. Derby, S. Bareilly, S. Bredeney, S.
Thompson, S. Infantis e S. Virchow.

S. Hadar também tem sido isolada freqlientemente de aves no Brasil (SOLARI et al.,
1997) e no Senegal (CARDINALE et al., 2004), bem como em carcagas de aves e seus
produtos nos Estados Unidos (BOKANY1 JUNIOR et al., 1990), Bélgica (UYTTENDAELE
et al.,1998), Espanha (DOMINGUEZ et al., 2002), Portugal (ANTUNES et al., 2003) e Brasil
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(FUZIHARA et al., 2000; RIBEIRO et al., 2002). No Brasil, mais especificamente no Rio
Grande do Sul, NASCIMENTO et al. (1996) relataram a prevaléncia de Salmonella em
carcacas e partes de frango, sendo a S. Hadar a segunda mais isolada (26%).

A importancia dos achados do presente estudo, consiste no fato de que ocorreu reducéo
no isolamento de S. Enteritidis, sendo que em 2009 e 2010, ndo foi isolado este sorovar.
Desde 1994, este sorovar foi frequentemente implicado em surtos e casos esporadicos de
doencas de origem alimentar nos seres humanos (BERCHIER JUNIOR, 2000; FERNANDES
et al., 2003). COGAN & HUMPHREY, 2003, citam que o declinio poderia estar associado
com o0 aumento na imunidade das aves de S. Enteritidis, quer devido a exposi¢do ou vacinagdo
de aves.

O estudo de MARIN et al. (2011) sugere que ha muitas fontes de contaminagdo
por Salmonella na producdo de frangos de corte e os sorovares mais prevalentes foram
S. Enteritidis (52,9%), S. Hadar (17,8%), S. Virchow (8,9%) e S. Ohio (5,4%).

BORSOI et al. (2006) analisaram a presenca de sorovares de salmonela isoladas de
suabes de arrasto e carcacas de frango resfriadas em diversas empresas e observaram que ha
ocorréncia e similaridade entre campo e produto final. O estudo indicou positividade de
15,8% para salmonelas no suabes de arrasto e 12,2% em carcacas de frango resfriadas, sendo
S. Enteritidis o sorovar mais encontrado.

A baixa percentagem de salmonela detectada neste experimento corrobora com 0s
resultados de outros autores (CHAMBERS et al., 1998; ANDREATTI FILHO et al., 2009),
embora as amostras ndo sao oriundas de granjas de matrizes.

Por outro lado outros autores que pesquisaram a ocorréncia de Salmonella spp. em
diferentes produtos avicolas ndo obtiveram resultados positivos nas amostras analisadas
(CARDOSO et al., 2000; GAMBIRAGI et al., 2003).

A S. Enteritidis e a S. Typhimurium tem ocupado posi¢do de destaque no percentual de
isolados de aves nos Ultimos anos, mas percebe-se que em algumas regifes ja existe uma
substituicdo destes sorovares. Assim, 0s outros sorovares identificados nas granjas de aves
reprodutoras no presente estudo, merecem maior investigacdo sobre sua importancia num
eventual reflexo na qualidade do produto, pois no Programa Nacional de Sanidade Avicola,
apenas 0s sorovares Pullorum, Gallinarum, Enteritidis e Typhimurium sdo considerados
importantes para certificagdo sanitaria. Isto reforca a importancia dos produtos avicolas como
veiculadores desses agentes ao homem e a necessidade de controle relativo as vias de
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introducao de Salmonella spp. em granjas avicolas. No entanto, a preocupa¢do no momento se
estende a todas as salmonelas, incluindo as paratificas, devido seu potencial de causar
infeccdo no homem.

O controle da salmonela na producéo avicola, especialmente em poedeiras comerciais e
matrizes de frangos de corte, é crucial para a protecdo das aves e de seus produtos destinados

ao consumo humano.

Tabela 1 - Distribuicdo numérica e percentual dos sorovares de Salmonella isolados através
de suabes de arrasto em granjas de aves reprodutoras comerciais no Estado de Sdo Paulo,

durante os anos de 2005 a 2010, no Instituto Bioldgico, Descalvado, Sao Paulo.

Ano relatado Periodo
Sorovar completo
2006 2007 2008 2009 2010 Total %
Enteritidis 5 8 (25%) 4(20%) O 0 17 17,2
(29,41%)
Typhimurium 2 1 15%) 5 0 9 91
(11,77%)  (3,12%) (23,81%)
Corvallis 0 3 5(25%) 0 0 8 8,1
(9,39%)
Agona 0 4 1(5%) 1 0 6 6,1
(12,5%) (4,76%)
Infantis 1(5,88%) O 2 (10%) 3 0 6 6,1
(14,29%)
Schwarzengrund 1 (5,88%) 0 2 (10%) 2 1 6 6,1
(9,52%)  (11,11%)
Tennessee 2 1 2(10%) O 1 6 6,1
(11,77%) (3,12%) (11,11%)
Newport 0 0 2 (10%) 3 0 5 51
(14,29%)
Saintpaul 2 3 0 0 0 5 51

(11,77%)  (9,39%)
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Albany 0 3 0 1 0 4 4,0
(9,39%) (4,76%)
Hadar 0 0 0 0 3 3 3,0
(33,34%)
Mbandaka 1(5,88%) 2 0 0 0 3 3,0
(6,25%)
Kentucky 1(5,88%) 1 0 0 1 3 3,0
(3,12%) (11,11%)
0:9,12 0 0 0 3 0 3 3,0
(14,29%)
Anatum 0 0 0 2 0 2 2,0
(9,52%)
Brandenburg 1(588%) 1 0 0 0 2 2,0
(3,12%)
Bredeney 0 1 0 0 0 1 1,0
(3,12%)
Cerro 0 1 0 0 0 1 1,0
(3,12%)
Ealing 0 0 0 0 1 1 1,0
(11,11%)
Gafsa 0 0 0 1 0 1 1,0
(4,76%)
Havana 0 1 0 0 0 1 1,0
(3,12%)
London 0 1 0 0 0 1 1,0
(3,12%)
Minnesota 0 0 0 0 1 1 1,0
(11,11%)
Ohio 0 0 1(5%) O 0 1 1,0
Panama 0 1 0 0 0 1 1,0
(3,12%)
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Urbana 1(5,88%) O 0 0 0 1 1,0

0:6,7:-:l,w 0 0 0 0 1 1 1,0
(11,11%)

Total 17 32 20 21 9 (100%) 99 100

(100%)  (100%) (100%) (100%)

CONCLUSAO

Os resultados deste estudo confirmam que a presenca de salmonela em aves
reprodutoras comerciais, embora com uma baixa incidéncia, foi acompanhada pela reducdo no
isolamento e identificacdo do sorotipo Enteritidis no decorrer dos anos pesquisados. Porém

deve-se considerar 0s outros sorovares emergentes que foram identificados nesta pesquisa.
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