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ESTUDO EPIDEMIOLOGICO SOBRE A OCORRENCIA DE SALMONELAS EM UMA
EMPRESA DE INTEGRAGAO DE FRANGOS DE CORTE

RESUMO

Um estudo epidemioldgico da ocorréncia de Salmonella foi realizado em uma
empresa de integracdo de frangos de corte, semanalmente, por um periodo de 10
semanas. 454 amostras foram analisadas dos seguintes materiais: cama dos galpdes de
matrizes e frangos de corte; saco da gema de embrides de ovos bicados: ragbes de
matrizes e de frangos e farinhas de composigéo destas ragdes (carne, penas e visceras);
agua do tanque de escaldagem e pré-resfriamento e carcagas apds processamento no
abatedouro. O caldo tetrationato (TT) foi usado como meio de enriquecimento, incubado
a 43° C e plaqueado apos 24h, 48h e 5 dias ( enriquecimento retardado). Sorotipos de
Salmonella foram isolados em quase todos os segmentos pesquisados. Os sorotipos
isolados nas carcagas foram também encontrados nas ragdes e/ou farinhas, embrides de
ovos bicados e camas, porém nem todos os sorotipos isolados de outros materiais
estavam presentes nas carcagas. As farinhas de carne foram as amostras mais
contaminadas. Salmonella havana foi o sorotipo mais prevalente e somente Salmonella
typhimurium foi isolada de embrides de ovos bicados. A técnica de enriquecimento
retardado (TER) produziu melhores resultados que o plaqueamento do TT a 24h e 48h de
incubagéo. O controle de uma empresa de integragéo de frangos de corte deve levar em
conta as multiplas fontes de contaminagdo. Pintos de um dia e ragdes contaminadas
parecem ser as principais fontes de contaminagéo em carcagas de frangos de corte.



EPIDEMIOLOGICAL OCCURRENCE OF SALMONELLA
IN A BROILER INTEGRATED COMPANY

SUMMARY

An epidemiological survey on the occurrence of Salmonella serotypes was
conducted in a broiler integrated company in a weekly interval for 10 weeks. 454 samples
were taken from the following material: Litter from broiler breeders and broiler houses by
drag swab; yolk sac from pipped embryos of broiler; feed from broiler breeder and broiler
and, some of their ingredients as feed meal (meat, feathers and viscera); water from scald
tank, pre-chiller and broiler carcasses at the processing plant. Tetrathionate (TT) broth was
used as enrichment media incubated at 43°C and plated after 24h, 48h of incubation and
using the delayed procedure. Salmonella serotypes were isolated from almost all
segments. Serotypes isolated from the carcasses were, also, found in the feed and/or feed
meals, pipped embryos and in the litter. Some serotypes isolated from the other material
were not present in the carcasses. Feed meals were the most contaminated material by
Salmonella. S. havana was the most prevalent serotype. Only the S. typhimuirum serotype
was isolated from pipped embryos. The delayed procedures gave better result for
Salmonella isolation than plating TT at 24h and 48h of incubation. The Sa/monella control
in a broiler integrated company must take in count the multiple sources of contamination.
Day-old chicks and feed contamination seems to be the main important sources of
Salmonella contamination for broiler carcasses.



1. INTRODUGAO

A presenca de salmonelas em carcagas de frangos tem, pelo menos, dois
grandes significados: a. na economia de produgéo de aves, onde as salmonelas atuariam
reduzindo a produtividade avicola durante a criagdo; b. na saude publica, onde as
carcagas contaminadas atuariam como origem de surtos de infecgdo humana pelo

consumo de alimentos preparados com estes produtos.

As salmonelas com risco potencial para a saude publica, veiculadas por carcacas
de frangos, geralmente, interferem pouco ou nada na produtividade avicola e tém origem
na ave viva contaminada que chega ao abatedouro. Atualmente sdo descritos mais de

2.000 sorotipos diferentes com este potencial.

A tecnologia empregada para o abate reduz, mas nao elimina a contaminagao
original por salmonelas. Os principais pontos criticos de disseminag&o da contaminagéo
durante o abate de aves incluem a escaldagem das carcacas, evisceragcdo e o
resfriamento em tanques com agua gelada. Portanto, a contaminag&o final das carcacas
de frangos e seus produtos esta na razdo direta da contaminagdo da ave viva que chega

ao matadouro.

Desta maneira, a redugdo ou eliminagéo da contaminagéo por salmonelas das
aves vivas, durante a criagéo, passa a ser um dos pontos mais importantes na obtengdo

de produtos avicolas para o consumo alimentar livres destes agentes.

Devido a complexidade e custo do processo de erradicagdo de salmonelas das
criagbes avicolas, as agdes tém se concentrado, de uma maneira geral, na eliminagéo e
redugdo de alguns, ou mesmo, de um UQnico sorotipo que tenha se tornado mais
prevalente ou de maior importancia como vem acontecendo com Salmonella enteritidis
(WIERUP et alii., 1992; SHARP et alii, 1992; MASON & EBEL, 1992).



Quase que a totalidade da produgéo de frangos de corte é feita por empresas
integradoras. Estas, geralmente, produzem toda a ragdo necessaria, criam suas matrizes
e produzem os pintos de corte que s&o fornecidos aos seus integrados ou parceiros para
cria-los. Os integrados recebem, além dos pintos, racées e toda a assisténcia. As criacoes
de frangos s&o feitas em galpdes com piso (cama) de maravalha de madeira. Ha uma
tendéncia em criar varios lotes seguidos sobre a mesma cama. A empresa integradora
retira os frangos para abate na idade oportuna. Dos produtos ndo comestiveis do
abatedouro, s&o produzidas farinhas como penas e visceras gue s&o incorporadas as
ragoes. Além destas matérias primas e outras vegetais, as fabricas compram e utilizam

outras de origem animal como farinha de carne bovina na formulaggo das ragoes.

Na criagéo de frangos de corte, vérias s&o as possiveis fontes de salmonelas.
Entre as mais importantes destacam-se as salmonelas que ja chegam com os pintos e,
geralmente, tém origem nos lotes progenitores (matrizes) e, as ragdes consumidas pelas
aves. As aves infectadas eliminam salmonelas via fezes que contaminam suas camas.
Outras fontes de salmonela também sdo importantes, como roedores, agua de
dessedentac&o, passaros e animais silvestres, além das pessoas que trabalham com as
aves e os equipamentos. Desta forma, € muito dificil definir qual a fonte mais importante
Ou a mais responsavel pelos sorotipos encontrados na carcaga de frangos no abatedouro.
As salmonelas tém seletividade para as diferentes espécies animais e apresentam
variabilidade de resisténcia as condi¢cbes ambientais. Se conseguissemos determinar as
principais fontes ou origens das salmonelas que encontramos nas carcagas, talvez, as

agbes fossem mais objetivas, com mais éxito e de menos custo.

Ha varios métodos propostos para o isolamento de salmonelas de material ndo
clinico. Entre eles, ha muita diferenga quanto a sensibilidade. De um modo geral, eles
requerem um periodo de pré-enriquecimento em solugdo ou caldo ndo seletivo para a
recuperacéo de células injuriadas. A proxima etapa ou a primeira, para alguns tipos de
material, € 0 enriquecimento em caldos seletivos incubados em diferentes temperaturas e
por periodos variaveis. Ha descrigdo de que o aumento da temperatura de 37° C para 42-
43 °C, com periodo prolongado de incubagdo (>48 horas) nesta fase, resulta no aumento
de isolamentos de salmonelas (D’AOUST,1981; PERALES & AUDICANA, 1989:;
WALTMAN et alii, 1991). A partir do enriqguecimento em caldo seletivo, faz-se
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plaqueamento em agar seletivo, triagem das colénias suspeitas com posterior
caracterizagédo bioquimica e soroldgica.



2. OBJETIVOS

2.1. Verificar a ocorréncia de salmonelas em diferentes segmentos de uma

empresa integradora de frangos de corte.

2.1.1. Pesquisa de salmonelas em camas de matrizes em produgao.

2.1.2. Pesquisa de salmonelas em embrides de ovos bicados coletados
no incubatério.

2.1.3. Pesquisa de salmonelas em ragées de matrizes e frangos.

2.1.4. Pesquisa de salmonelas em matérias primas de origem animal
(farinhas de carne, penas e visceras) utilizadas na fabricagio das ragdes.

2.1.5. Pesquisa de salmonelas em camas de frangos.

2.1.6. Pesquisa de salmonelas em agua de escaldagem das carcagas no
abatedouro.

2.1.7. Pesquisa de salmonelas em &gua do tanque de pré-resfriamento
de carcagas no abatedouro.

2.1.8. Pesquisa de salmonelas em carcagas no abatedouro.

2.2. Procurar relacionar os sorotipos das carcagas com possiveis origens.

2.3. Comparar algumas varidveis na metodologia de isolamento de salmonelas,

quanto a sua sensibilidade.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

As salmoneloses sdo um grande problema da industria avicola nacional e
internacional. Nas aves, as infecgbes causadas pelas espécies Salmonella pullorum e
Salmonella gallinarum denominam-se pulorose e tifo aviario e s&o hospedeiro-especificas.
As demais espécies podem ser classificadas como agentes das chamadas infecgdes
paratifoides (MALLIN'SON et alii, 1989b). No homem, as salmoneloses sdo causadas pelo
dltimo grupo e em sua maioria transmitidos via produtos de origem animal, entre eles
carne de aves e ovos (NOTERMANS et. alii, 1992).

3.1 Incidéncia, Distribuicdo e Importancia Econdmica

As infecgbes paratiféides avidrias e humanas ocorrem em todas as partes do
mundo e apesar de isolamentos de sorotipos exéticos acontecerem por curtos periodos de
tempo, a maioria dos sorotipos isolados s&o caracteristicos do local. Aproximadamente
70% dos surtos tanto em humanos quanto em animais s3o devidos a 10 ou 12 sorotipos
mais freqUentes ( NAGARAJA et alii, 1991).

As perdas econdmicas na industria avicola concentram-se principalmente em
incubatérios, com altas taxas de mortalidade em aves jovens, porém surtos em aves mais
velhas também ocorrem com freqUéncia, inclusive aumentando sua susceptibilidade a
outras doengas (NAGARAJA et alii, 1991).

A salmonelose humana segundo estima TODD (1989) custa aos Estados Unidos
um total de $ 4 bilhdes anualmente através de gastos médicos e queda de produtividade.
Alem disso, até a metade dos anos 80, as estatisticas n3o relacionavam os produtos
avicolas como as principais fontes de salmoneloses em surtos humanos, quadro este que

se alterou profundamente dai até a atualidade, inclusive com o aumento da producgéo e
consumo da carne de frango e ovos no mundo todo (JONES et alii, 1991 b).



3.2 Etiologia

As salmonelas do grupo paratifdide s3o bacilos Gram- negativos néo
esporulados, normalmente méveis através de flagelos peritriquios. S&o microorganismos
habeis para sobreviver e multiplicar-se no ambiente, sendo este um fator importante para
sua transmissao. O crescimento pode ocorrer em pH de 4 a 8, temperaturas de 7 a 47°C e
atividade de &gua acima de 0,94 (SIMONSEN et alii, 1987). Temperaturas de 60° C por 5
minutos destroem 3 x 10° células/g de carne de galinha de Salmonella typhimurium

(BAYNE et alii,1965). As salmonelas s&o susceptiveis a desinfetantes comuns.
3.3 Patogenicidade

Basicamente a infecgdo paratifdide é uma doenga de aves jovens com condic¢des
ambientais, graus de exposicéo e presenca de infeccdes concorrentes tendo uma grande
importdncia na severidade do surto. Em surtos agudos, com mortes ocorrendo na
incubagdo ou durante os primeiros dias apds o nascimento, nenhum sinal pode ser
notado. Nestes casos a infecgdo € adquirida por transmissdo ovariana ou contaminacgao
no incubatorio. Uma alta proporgdo de ovos bicados ou ndo bicados contendo embrides
mortos podem ser observados ao nascimento (MALLINSON & SNOEYENBOS, 1989b;
NAGARAJA et alii,1991).

Somente alguns sorotipos s&o capazes de transmitir a infeccdo através da via
vertical, como por exemplo Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium e Salmonella
berta (NIELSEN, 1992.)

A mortalidade é mais freqUente nas 2 primeiras semanas apds o0 nascimento,
normalmente entre o0 5° e 0 10° dia (NAGARAJA et alii,1991), e raramente ocorre doenca
clinica em aves com mais de 3 semanas de idade. Entretanto, se estas aves estiverem
infectadas serdo em sua maioria portadoras , excretando através das fezes o
microorganismo, contribuindo para a continuidade do ciclo de contaminagao; através da
reproducéo, onde serdo infectados incubatérios e novos criatérios ou no caso de aves
para abate, onde podem ficar contaminados abatedouros e produto final (LAHELLEC et
alii,1986; NAGARAJA et alii,1991).



No homem as salmoneloses s&o causas frequentes de toxinfecdes alimentares.
Nos EUA calcula-se que ocorram 2 milhGes de casos por ano com 2.000 mortes
(ROBERTS, 1988). Os sintomas mais comuns sdo diarréia auto-limitante, dores
abdominais e vémito podendo ainda ocorrer febre e dores de cabeca. Em casos severos
que variam com a imunocompeténcia do hospedeiro podem aparecer desordens
neurologicas e morte ( DOYLE & CLIVER,1990; NOTERMANS et alii,1992).

O principal alimento incriminado na transmiss&o da infeccdo ao homem hoje é a
carne de frango, e a explicagdo é o crescente aumento da produgdo e consumo desta
espécie no mundo ( OOSTEROM & NOTERMANS, 1992).A transmissdo de salmonelas
através do ovo na cadeia alimentar humana parece acontecer principalmente através da
contaminagéo da casca por contetido fecal e raramente por transmiss&o transovariana (
MELLOR & BANWAKT, 1965; FORSYTHE et alii, 1967; SHIVAPRASAD et alii, 1990).

3.4 Hospedeiros naturais e eventuais

As salmonelas do grupo paratifide ocorrem em animais de sangue quente e frio.
Entre as aves domésticas sdo encontradas principalmente em galinhas e perus. Séo
comuns também em todos os mamiferos domésticos e em répteis. Nestes, a doencga
clinica s6 ocorre em animais adultos sob extremas condicdes de "stress" e debilidade, ou
naqueles muito jovens (NAGARAJA et alii, 1991).

Ratos e camundongos séo frequentemente carreadores intestinais de organismos
do grupo paratiféide, principalmente Salmonella typhimurium e Salmonella enteritidis
(SATO et alii, 1970; OPTIZ,1992), podendo infectar racdes e o ambiente através de seus
excrementos. Outros pesquisadores estudando fontes de salmonelas em granjas
encontraram: roedores, passaros e lagartos (GOYAL & SINGH, 1970); camundongos,
borboletas, moscas e gatos (KRABISCH & DORN, citados por NAGARAJA et alii, 1991).

Salmonelas foram também encontradas em varios insetos incluindo moscas,
pulgas, borboletas e baratas (NAGARAJA et alii 1991); besouros, moscas domesticas,
carrapatos e piolhos (HAREIN et alii, 1970). Considera-se que a presenca de insetos pode



ser causa de infecgdo por salmonela em sucessivos lotes de aves (NAGARAJA et alii,
1991).

O contato com o homem também pode ser possivel fonte de infec¢do envolvendo
nao somente os tratadores como também os produtos de dejetos humanos langados no
meio ambiente. As aves por sua vez também podem servir de fontes para a infec¢ao de
outros animais domesticos na fazenda (NAGARAJA et alli, 1991).

3.5 Granjas de reprodutoras e de frangos

Existem duas fontes primarias de salmonela numa granja: aves previamente
infectadas ou ragdes ( BARROW,1992). Uma vez estabelecida uma infecgdo do grupo
paratiféide na granja ela pode ser transmitida vertical e horizontalmente. A transmissio
vertical ocorre com poucos sorotipos, porém a horizontal é rapidamente transmitida por
inalagéo, por contaminacéo fecal de ragéo e agua ou consumo direto de matéria fecal,
sendo que repetidas exposigbes ao agente resultam em infec¢gbes de maior severidade
(GAUGER et alii, 1948; NAGARAJA et alii, 1991). Na transmissdo entre aves adultas
fezes s&o provavelmente a maior fonte de infeccdo. A populagcéo bacteriana e natureza do
ambiente est&o entre os muitos fatores que determinam a extensado de tais transmissées
(SNOEYENBOS et alii, 1970; NAGARAJA et alii, 1991).

Além da transmisss&o direta de aves adultas e portadoras para aves mais jovens,
fomites como sapatos, sacos de ragéo, caixas de transporte ou equipamento do galpdo e

o proprio homem podem ser agentes da infecco.

3.5.1 Camas e ninhos de frangos e matrizes.

As camas e ninhos nos quais as aves s&o alojadas no galpdo s&o uma grande
fonte de contaminagdo ambiental. As taxas de isolamento neste tipo de amostra s&o
variaveis entre os muitos trabalhos existentes (SNOEYENBOS,1971; JONES et alii
1991b) e segundo os autores isto explica-se por diversos fatores envolvidos, como idade

do lote, taxa de animais infectados e de excrecao, vetores animais, manejo e periodo de



utilizagdo da cama. Por outro lado, método de amostragem e cultura também sao
importantes (MALLINSON & SNOEYENBOS, 1989b).

O periodo de utilizagdo da cama, isto &, a quantidade de lotes que séo alojados
sem troca da matéria de cobertura, parece ser um fator importante na colonizagéo das
aves jovens. FANELLI et alii (1970) demonstraram que as salmonelas ndo persistem por
muito tempo em camas ou ninhos velhos, como acontece nos novos. TURNBULL &
SNOEYENBOS (1973) e JONES (1991) explicam que isto decorre por dois fatores
principais: a atividade de agua desfavoravel a viabilidade da célula de salmonela e o alto

pH da amébnia dissolvida na umidade do ninho.

3.5.2 Controle

As principais medidas de prevengéo passam obrigatoriamente pelo controle das
ragbes e os cuidados de manejo e reposicdo de lotes. As ragbes deverao provir de
industrias idoneas, devem ser peletizadas e transportadas dentro de normas rigidas de
higiene. Na granja, os silos de armazenamento deverdo ser construidos de forma a ndo
permitirem a entrada de aves de vida livre ou roedores. Os equipamentos de distribuicdo e
0s comedouros e bebedouros deverdo ser periodicamente lavados e desinfetados.
Cuidados com higiene pessoal, sapatos, roupas e maos de tratadores, principalmente se
n&o forem exclusivos da drea, devem ser constantemente renovados, bem como proibida
a circulag&o entre lotes de aves de idades diferentes. A drea de galpbes deve ser restrita
ao acesso de outros animais e visitas. HENKEN et alii (1992) em um estudo multifatorial
para controle da salmonelose aviaria na granja, descrevem como de importancia relevante
0 uso de lava-pés com desinfetantes e a utilizacdo de barreiras sanitarias (com banhos,
troca de roupas e bctas) na entrada dos galpdes. A reposi¢céo das aves sobre camas
utilizadas por lotes sem problemas (OLESIUK et alii,1971) e a técnica da competicdo
exclusiva parecem ser de grande valia. Através desta técnica sdo administradas as aves
jovens fezes ou conteldo intestinal de aves adultas saudaveis, com o objetivo de
adquirirem resisténcia a colonizagdo por salmonelas (JONES,1991). Outra forma de
controle seria a chamada colonizag&o integrada (BAILEY, 1988). Esta técnica combinaria

a competicdo exclusiva, boas praticas de higiene na granja, amostragem de pontos



criticos e vacinagbes, estas ainda experimentais (SUPHABPHANT et alli, 1983;
CORRIER, 1990)

A sanitizagac de galpbes que abrigaram aves contaminadas é também de grande
importancia na manutengdo do ciclo da salmonela. WESTON (1976) citado por
NAGARAJA et alii (1991), relata uma granja em que o mesmo sorotipo foi isolado dos
galpbes anualmente durante 10 anos. Um dos sanitizantes utilizados antes da entrada de
novo lote no galp&o € a formalina em solugdes de 4 ou 6% (WILLIANS, 1980).

3.6. Incubatério

Um dos pontos criticos no controle do ciclo da salmonelose s3o os incubatdrios.
Estudos recentes nos Estados Unidos demonstram taxas de até 75% de positividade para
salmonela em penugens e cascas de ovos nas bandejas de incubacdo (BAILEY et alii,
1992). Amostras de ar coletadas dentro de ambientes contaminados positivaram por
diversas semanas, sendo uma forma importante de manutencdo do patégeno nestes
locais (NAGARAJA et alii,1991).

3.6.1. Ovos destinados a incubagéo

O problema dos ovos contaminados no incubatorio comega na granja de
poedeiras, principalmente devido a cascas infectadas por matéria fecal das portadoras
sas, uma vez que a contaminagdo interna é pequena e parece estar restrita a poucos
sorotipos (NIELSEN,1992). A contaminagdo fecal das cascas de ovos acontece no
momento da postura, ou logo apéds, por contato com camas, ninhos ou mesmo gaiolas
contaminadas. Da casca as bactérias penetram através dos poros e multiplicam-se no

interior dos ovos, podendo infectar ou ndo o embrido.

Os incubatérios que ndo tem assegurada a qualidade microbiolégica dos ovos
incubados, provavelmente tém suas instalagdes contaminadas, altas taxas de embrides
mortos na casca e podem ainda produzir aves que ao nascimento excretem milhdes de
salmonela no mecénio, contaminando outras aves nascidas no mesmo lote

10



(BARROW,1992). Este fato tem reduzido a efetividade dos tratamentos de exclusdo

competitiva que preveniriam a colonizagao (BAILEY,1992).

3.6.2 Controle

As medidas de prevengéo a serem adotadas pelos incubatérios comegam com a
selegdo, limpeza e desinfecgdo dos ovos e sua procedéncia. Granjas de matrizes
portadoras n&o deveriam ser utilizadas como fonte de abastecimento para incubatérios ou
venda de ovos "in natura". O ndo emprego destas granjas ou dos lotes que abrigassem
aves contaminadas seria uma boa medida de controle e ovos destinados a incubatdrios
deveriam provir de aves que se mantivessem em ambiente no qual a exposicao fosse
minima. Os ovos provenientes destes lotes deveriam ser comercializados somente ap6s
algum tipo de processamento (CORRIER,1990).0 uso de ovos limpos diminui muito a

possibilidade de introdug&o da infecgéo no incubatorio através da contaminagéo fecal.

3.7 Ragbes e matérias-primas de origem animal

As ragbes e as matérias-primas de origem animal sdo as fontes mais comuns de
salmonelas do grupo paratiféide para as aves (HACKING,1977; BERCHIERI Jr. et
alii,1984; GABIS,1991, OOSTEROM & NOTERMANS,1992). EGGER (1978), citado por
NAGARAJA et alii (1991), reportou que entre 1975-77, 908 salmonelas de 60 sorotipos
diferentes foram isoladas de ragdes avicolas de origem animal, originérias de 23 paises

no “Swiss Veterinary Directorate’s Meat Bacteriology Section”.

A contaminagio de ragbes através de sub-produtos de origem animal que as
compdem € praticamente um quadro que se mantém nos Ultimos 20 anos (NAGARAJA et
ali, 1991). Nos processos de fabricagéo de farinhas, as altas temperaturas destroem as
celulas de salmonelas, porém o ambiente em que estas s30 armazenadas e manipuladas
torna-se a fonte primaria direta de recontaminagéo, principalmente devido a umidade
destes locais (GABIS,1991). Nas fabricas de ragéo, o problema continua e apesar de nova
exposicao ao calor e inclusive ao processo de peletizacdo, novamente o ambiente e a
manipulagédo posterior, inclusive o transporte, introduzem a salmonela na ragao
(NIELSEN,1992). HENKEN et alii (1992) acreditam que o controle da contaminagao
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através do processamento de ragdes € ponto fundamental em qualquer programa de

monitoramento.

Correlagéo direta de sorotipos de salmonela isolados de racdes de aves e de
cama de galpdes que receberam esta ragdo foi observada por HACKING (1977). Da
mesma forma MACKENZIE & BAINS (1976) encontraram os mesmos sorotipos em

ingredientes de ragdes e agua de enxague de carcagas.

3.8 Abatedouro

A contaminagdo no abatedouro pode ocorrer de diversas maneiras, sendo o
transporte uma delas e RIGBY & PETTIT (1980), CAMPBELL et alii, (1984) e CORRIER
(1990), demonstraram que o percentual de frangos portadores de Salmonella typhimurium
passou de 23,5 para 61,5% quando as aves foram colocadas em caixas de transporte em
relagéo a controles no transportados nestas condigdes. Estas caixas alojam de 10 a 12
aves e sdo colocadas umas sobre as outras no caminh&o, onde a matéria fecal espalha-
se principalmente aderindo as penas e regides pericloacais. Em outro estudo, 24 frangos
colocados em caixas contaminadas com Salmonella alachua tornaram-se portadores,
indicando que animais expostos a este tipo de transporte podem rapidamente infectar-se
(NAGARAJA et alii, 1991).

A contaminagdo cruzada dentro do abatedouro, principalmente por fluxo de
pessoas entre areas limpas e sujas ou mesmo por fluxo das linhas de abate (MCBRIDE et
alii, 1980), a sanitizag&o insuficiente ou inadequada do ambiente (MORRIS & AYRES,
1960,CAMPBELL et alii,1982) e a contaminag&o das mé&os dos manipuladores através de
equipamentos contaminados ou falta de higiene (CAMPBELL et alii, 1984), s&o problemas
constantes na maioria dos abatedouros, por falta de monitoramento ou gerenciamento.

A escaldagem, para posterior depenagem, consiste na imersdo das aves em
tanques de agua com temperaturas que variam conforme a técnica de abate de 52°C a
mais de 60°C, variando conseqlentemente os tempos de permanéncia no tanque. Esta
etapa & considerada critica por varios motivos, sendo entre eles de importancia a
reposicdo de agua que sai junto as penas e a quantidade de matéria organica introduzida
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por residuos de fezes e sangue. Esta alcaliniza a 4gua e favorece a sobrevivéncia de

salmonelas, contaminando aves néo portadoras (HUMPHREY, 1981).

A etapa de depenagem pode ser uma nova fonte de inoculagdo de patdgenos na
carcaga atraves da agéo dos dedos de borracha da depenadeira, que poderia além da
contaminagdo  superficial inocular a salmonela nos foliculos das penas
(DOUGHERTY,1974; MCBRIDE et alii, 1980, CAMPBELL et alii, 1984).

Na evisceragéo a utilizagdo da automatizagéo é fator redutor da contaminagso,
desde que a sanitizagdo do equipamento seja eficiente. Nas operagdes manuais, a
temperatura da agua dos pontos de desinfecgdo de facas e maos e a conscientizagéo dos

manipuladores as praticas de higiene sdo fundamentais.

Os tanques de agua de pré-resfriamento e resfriamento de carcagas (MCBRIDE
et alii, 1980, SHACKELFORD, 1988; LILLARD, 1990) s&o pontos criticos que devem ser
monitorados constantemente na industria. Apds a evisceragéo a carcaga passa por uma
ducha de agua clorada para retirada de sujidades e sangue. Segue para um tanque de
pré-resfriamento com o objetivo de baixar a temperatura da carne tornando a etapa de
resfriamento mais rapida e eficaz. Esta etapa utiliza tanques com gelo em escamas ou
através de gas amoénia. Os niveis de contaminagéo de carcacas através dos tanques de
pré-resfriamento e resfriamento s&o motivo de vérias pesquisas em varios paises, com
diferentes resultados ( MORRIS & WELLS,1970; MACKENZIE & BAINS, 1976; MCBRIDE
et alii, 1980; CAMPBLLL et alii, 1983; DUBERT, 1988, BERNARDO & MACHADO, 1989:
BAILEY et alii, 1991 e JONES et alii,1991a) e isto deve-se as variadas metodologias
utilizadas e ao emprego ou ndo de métodos de controle epidemiolégicos nas fases e
locais de produgdo. No entanto, todos os autores sdo undnimes na afirmativa da
existéncia da contaminag&o no produto final.

3.8.1 Controle

As medidas de controle no abate comegam obrigatoriamente pelas praticas de
higiene e educag&o dos manipuladores ( OOSTEROM, 1991). Para este autor, novas
técnicas e novos equipamentos, como a escaldagem individual e depenagem por agua

13



em alta pressdo, melhoria nos equipamentos de evisceracdo e sua adequada
desinfecgdo, bem como estudos sobre temperatura e cloragdo de agua fazem parte

desses esforgos.

Outra frente de pesquisa estuda a eliminagdo do patégeno apds o
processamento, retirando-o do produto final. Assim tratamentos de imersao da carcaga em
agua a 60°C por 10 minutos ou adi¢do de cloro a 200 ppm ou sorbato de potassio a 2,5%
s&o propostos por MORRISON & FLEET,(1985); utilizacdo de acidos organicos de cadeia
curta, como o &cido latico para descontaminagéo superficial das carcagas (OOSTEROM,
1991); e a utilizagéo da irradiagdo, com a vantagem de poder ser usada sobre carcagas ja
embaladas (STEELE,1992).

3.9 Amostragem

Um dos maiores problemas do analista é o tamanho do lote e quantidade de
amostras que deve ser examinado. As bactérias raramente encontram-se uniformemente
dispersas num substrato e desta forma amostras previsivelmente positivas podem ser
agrupadas sem perdas em sua taxa de positividade. HUHTANEN et alii (1972)
demonstraram que a utilizagio de apenas uma amostra de 300g de farinha de carne e
ossos ou 10 amostras de 30 g praticamente renderam resultados iguais, sendo que no
primeiro tamanho de amostra 17 salmonelas foram isolodas e no segundo 18. As
amostras de farinhas de origem animal, ou seja, carne, visceras, penas, sangue e 0sSsos
podem ter um bom rendimento de isolamentos com amostras de 25 g (FRICKER, 1987).

Para a recuperagdo de baixos niveis de salmonelas em carcagas inteiras de
frangos varios pesquisadores reportam que o método mais efetivo de amostragem € o do
enxagiie (NOTERMANS et alii, 1975; COX et alii, 1978; D'AOUST et alii, 1 982). IZAT et
alii (1991) trabalhando com a técnica do enxagtie combinada a de niimero mais provavel,
encontraram que quanto maior o nimero de vezes que a carcaga € enxaguada, maior a
taxa de recuperagéo, supondo entdo que os organismos estariam firmemente ligados a

pele antes do processamento.
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SNOEYENBOS et alii (1967) sugeriu que a detecgdo da infecgdo era um dos
principais problemas no controle da salmonelose nas granjas e que amostras de ninho
deveriam ser usadas para sua detecgdo. OLESIUK et alii (1969) e SNOEYENBOS (1971)
trabalhando com infecgéo experimental por Salmonella Typhimurium demonstraram que
ninhos tiveram uma frequéncia de isolamento maior que outras amostras ambientais,
sendo também mais efetivos que o método do suabe cloacal. Porém, WILLIAMS et alii,
(1976) concluiram que a confiabilidade deste dado deve ser limitada, pois a excreg¢ao dos
organismos paratiféides pode ser intermitente, e a falha na detecgcdo neste tipo de

amostra nao provaria auséncia de infecgdo no galp3o.

A utilizagdo da técnica do suabe de arrasto (MALLINSON et alii, 1989a)
demonstrou ser uma forma muito eficiente de monitoramento de galpbes, uma vez que a
amostragem € feita rastreando-se o chdo de toda a construgso, consequentemente
aumentando-se as chances de isolamento da saimonela. Em outro trabalho (1989b) o
autor demonstra que a habilidade de deteccéo de salmonelas esta relacionada a taxa de

excre¢do, sobrevivéncia do patégeno no substrato, amostragem e método de cultura.

A recuperagéo de salmonelas em amostras fecais ou embries mortos no ovo
indicam probabilidade de doenga clinica na progénie. O exame bacteriolégico de material
de gema de embrides mortos entre 19 e 21 dias de incubagdo seriam um método pratico
segundo BEATTIE (1960) de detectar galpdes de matrizes portadoras e a melhor fonte de
recuperagao de salmonelas em embrides segundo NAGARAJA et alii (1991).

3.10 Isolamento e Identificagdo

O sucesso no isolamento de salmonelas € um complexo de procedimentos
multifatoriais. Alguns s&o bem estabelecidos, outros ndo, (HARVEY & PRICE, 1979) e
desta forma empregam-se varias combinagdes de meios e métodos no intuito de alcancar-
se 0 maior numero de isolamentos possiveis ( D'AOUST, 1984); porém um fator de suma
importancia € a sensibilidade e experiéncia do analista ( HARVEY & PRICE, 1979).

Comumente cinco etapas basicas sdo utilizadas na maioria dos métodos para

detectar, isolar e identificar salmonelas: pré-enriquecimento, enriquecimento em caldo
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seletivo, isolamento em agar seletivos e diferenciais, caracterizagdo bioquimica e
presumivel identificagdo do género Salmonella e finalmente a confirmagéo sorolégica. Os
métodos tradicionais e oficiais, no entanto, foram desenvolvidos essencialmente para
detecgdo do patdégeno em amostras clinicas, sendo que em amostras de alimentos ou
produtos processados como no caso de ragdes, geraimente o baixo nimero de células e
sua debilidade devide ao processamento, sao fatores de falha na deteccdo ( ANDREWS,
1985).

3.10.1 Preparagao da amostra

Uma das preocupagdes do analista deve ser a eficiente preparagdo da amostra,
antes do pré-enriquecimento. Assim, dependendo do tipo de amostra, técnicas de
agitagéo, trituragdo, enxagie e submersdo tem sido utilizadas (ANDREWS, 1985;
FRICKER, 1987).

3.10.2 Pré-enriquecimento

E a primeira etapa dos métodos convencionais de detecgdo de salmonelas. Tem
por fungdo primaria rehidratar células que tenham sido desidratadas durante
processamento, reparar células danificadas e ap6s ser estabelecida um condigdo
fisiologica estavel, poder servir como fonte de nutrientes para a proliferacdo. Os meios
variam muito e os mais utilizados sdo: caldo lactose, caldo soja tripticaseina, leite
desnatado e &gua tamponada peptonada (ANDREWS, 1985; FRICKER, 1987). As
temperaturas utilizadas para esta etapa sdo de 36x1°C e 41-43°C (D'AQUST &
MAISHMENT, 1979), porém segundo FRICKER (1987), em situaces onde as células
estariam em grande parte injuriadas a temperatura de 37°C é a mais indicada. Varios
pesquisadores estudando tempo de incubacg&o nesta fase encontraram que em 24 h
conseguem-se as melhores taxas de recuperagéo ( FRICKER, 1987).

Algumas amostras devido a sua natureza e grau de contaminag¢do, nao

necessitariam a primeira etapa de pré-enriquecimento, sendo incubadas diretamente em
caldos seletivos ( Food and Drug Administration, 1984). Isto devido a flora acompanhante
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poder desenvolver-se abundantemente naquela fase, dificultando a detecgdo da

salmonela.
3.10.3 Enriguecimento em caldos Seletivos

Nesta etapa muitos caldos sdo empregados sendo que os mais utilizados sdo o
caldo tetrationato (TT), o caldo selenito cistina (SC) e o Rappaport Vassiliadis (RV). Nos
ultimos anos tem-se buscado através da alteragdo de formulas originais aumentar a
seletividade desses meios ( EWING, 1986; FRICKER, 1987).

Com relagéo a temperatura de incubagéo, EWING (1986) recomenda como regra
geral para isolamento de enterobactérias a temperatura de 35-37°C, porém para o género
Salmonella a temperatura de 43°C por 24 h e 48 h tem sido mais eficiente (D°AOUST,
1981; EWING, 1986, PERALES & AUDICANA, 1989; CALDERON & FURLANETTO,
1991). WALTMAN et alii aumentaram ainda mais o periodo de incubagéo em caldo TT

para até 7 dias em temperatura ambiente, conseguindo maior eficiéncia nos isolamentos.

O volume de transferéncia do caldo de pré-enriquecimento para esta etapa néo
tem influéncia na sensibilidade do meio (D’AQUST, 1984) e volumes superiores a 1 ml
somente encarecem a analise (PERALES & AUDICANA, 1989).

3.10.4 Isolamento em agar seletivos e diferenciais.

Uma grande variedade de meios seletivos e diferenciais sdo empregados para
isolamento de salmorelas em placa. Os fatores mais importantes para sua efetividade sdo
a habilidade de suportar o crescimento de salmonelas, a inibigdo de bactérias
interferentes, a diferenciagdo das coldnias, estabilidade e reprodutibilidade ( MOATS,
1981; FRICKER, 1987). Os agentes seletivos mais comuns utilizados para conseguirem-
se estes efeitos incluem sais biliares ( agar MacConkey, Hektoen entérico e Salmonella-
Shigella); desoxicolato de sddio (agar desoxicolato de sddio e xilose-lisina desoxicolato);
corante verde brilhante ( &gar verde brilhante); sulfas e antibidticos adicionados a varios
tipos de agar. Muitas vezes um meio contém varios agentes seletivos, visando sempre
uma melhor efetividade.
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O antibidtico novobiocina foi utilizado por vérios pesquisadores ( HOBEN et alii,
1973; REAMER et alii, 1974, MOATS, 1974; MALLINSON, 1990; WALTMAN et alli, 1991)

e tem sido efetivo na prevengdo do crescimento de Proteus.

3.10.5 Testes bioquimicos

Varios meios de triagem s&o utilizados com o propésito de preliminarmente isolar
salmonelas, sendo que o &gar triplice agucar ferro (TSI) e o lisina ferro (LIA) parecem ser
os mais empregados( MOATS, 1981; EWING, 1986).

Entre os meios bioquimicos diferenciais empregados usualmente para a
separagao de salmonelas de outras enterobactérias sdo de valia: o teste da urease para
diferenciar Proteus; decarboxilagdo da ornitina para diferenciacdo de S. typhi,
decarboxilag&o da lisina diferenciando Citrobacter e desaminagdo do dulcitol e malonato
para diferenciagéo do grupo arizona ( MOATS, 1981; EWING, 1986).
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4. MATERIAIS E METODOS

Todo o material necessario ao desenvolvimento do trabalho foi coletado de varios
segmentos de uma unica empresa de integragéo de frangos de corte localizada na regiéo
de Campinas, S&o Paulo, no periodo de maio a agosto de 1991. As coletas foram
realizadas durante 10 semanas, com amostragem por ponto e total como indicado na Tab. 1.
As amostras eram coletadas e levadas ao Laboratério de Higiene do Departamento de
Tecnologia de Alimentos da Faculdade de Engenharia de Alimentos da Unicamp para as
andlises, num periodo maximo de 24 h. Eram mantidas em refrigerador e transportadas
em caixas de isopor sob temperatura aproximada de 4°C. A empresa possuia a granja de
matrizes que produzia os pintos da integracdo de frangos, a fabrica de ragdo e o

abatedouro.

4.1. MATERIAIS

4.1.1. Cama de matrizes e de frangos

Foram analisadas 74 amostras de camas sendo 38 das matrizes responsaveis
pelo fornecimento de pintos de um dia e 36 de galpdes de frangos. As camas eram
constituidas de maravalhas de madeira colocadas sobre o piso. Nos galpdes de frangos
utilizava-se alternativamente palha de trigo e casca de amendoim. O método de coleta
utilizado foi o do suabe de arrasto (MALLINSON et alii, 1989a) que consiste em arrastar
almofadas de gaze estéril, dobradas e presas a um barbante com um clipe, através do
piso do galp&o. Cada unidade desse suabe era composta de duas almofadas presas a um
pedago de barbante de aproximadamente 1,5 m, sendo uma amarrada numa das
extremidades e outra a 0,6 m da primeira, dando um formato de Y. Os suabes eram
confeccionados, esterilizados (121°C, 15 Ib, 15min), acondicionados individualmente em
sacos plasticos estéreis e umedecidos com 5 a 7 ml de leite desnatado a 20%. Apos
congelados eram enviados a equipe técnica responsavel pela unidade de matrizes ou &

equipe técnica da integracdo de frangos.
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Na granja de matrizes, apds escolha do galpdo a ser coletado, o funciondrio
responsavel pela unidade retirava do “freezer” o suabe com uma hora de antecedéncia.
No galp&o o saco plastico era aberto e uma das pontas do barbante facilmente retirada. O
restante era puxado de uma s6 vez e colocado no chdo. O galpdo era dividido em
quadrantes e utilizou-se um suabe para cada um deles, por no minimo 10 minutos; sendo
que em cada quadrante rastreava-se primeiro préximo as paredes para depois vir ao

centro, buscando cobrir-se a maior area possivel.

Apos a coleta o suabe era novamente depositado no saco plastico e mantido sob
refrigerag@o até o envio ao laboratério (aproximadamente 4 horas). Os galpdes coletados

abrigavam aves de 35 a 59 semanas de idade.

Nas granjas de frangos procedia-se da mesma maneira. Os suabes ficavam sob
responsabilidade da equipe técnica que fazia a coleta durante as visitas de rotina. O
suabe era repassado ao encarregado do galpéo que o arrastava da mesma forma que nos
galpdes de matrizes Apbs a coleta as amostras eram enviadas ao laboratorio, sob
refrigeragdo. As camas de frangos eram predominantemente de 2° criada, sendo apenas a
coleta da sexta semana de cama nova, ou de 1° criada. Os frangos encontravam-se com

idades variando de 31 a 41 dias.

No laboratorio o material era cadastrado de acordo com a origem e codificado. As
amostras eram assepticamente retiradas dos sacos plasticos e colocadas em frascos de
vidro de boca larga e tampa rosqueada de 500 ml de capacidade, contendo 100 ml de
caldo tetrationato (TT). Estes frascos foram incubados a temperatura de 42°C por 24 e 48
h (MALLINSON & SNOEYENBOS, 1989b).

4.1.2 Embrides de ovos bicados.
Foram coletados 93 ovos bicados no incubatério durante o experimento. Esses
Ovos eram selecionados do residuo das bandejas dos nascedouros, que apresentavam o

embrido ainda vivo. Apds a coleta dos ovos o encarregado observava a qual lote de
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matrizes estes pertenciam e determinava a coleta da cama do galp&o correspondente. As

matrizes estavam com idades entre 30 e 59 semanas.

No laboratério os embrides eram retirados dos ovos com a ajuda de pingas e
tesouras estéreis. Fazia-se uma incisdo abdominal no embrido e, com um suabe de
algodao esteril coletavam-se assepticamente amostras do saco da gema. O suabe era
colocado em tubos de ensaio com tampa rosqueavel contendo 10 ml de agua tamponada
peptonada a 1% (BPW) e incubado por 24 horas a temperatura de 37°C como pré-
enriquecimento para o isolamento inicial de salmonela. Cada embrido coletado era

analisado individualmente.

4.1.3 Ragbes e matérias primas de origem animal

Foram analisadas 57 amostras de ragdes, sendo 16 para matrizes e 41 para
frangos. As ragdes eram provenientes da fabrica da empresa e as coletas feitas pelo
funcionario encarregado do misturador. As ragdes eram codificadas como: RAI, RAT1 e
RAT2 para frangos e 2600 e 4300 para matrizes. Estes dados eram utilizados, também,
para a identificagdo das amostras no laboratério.

Das farinhas de origem animal, utilizadas na fabricagdo das racdes, foram
analisadas 40 amostras de farinha de carne, 26 de farinha de visceras e 33 de farinha de
penas. A coleta era realizada na plataforma de desembarque da fabrica de racdes. A
farinha de carne era proveniente de varios fornecedores. As farinhas de visceras e penas
eram procedentes do abatedouro de aves da prépria empresa. As amostras, num peso

aproximado de 200 g, eram coletadas em sacos pléasticos estéreis.

No laboratdrio as amostras foram codificadas e pesadas em porgdes de 25 ge
depositadas em frascos de boca larga contendo 225 ml de BPW a 1%. Eram entdo
incubadas a 37°C em estufa bacteriolégica por 24 h, como pré-enriquecimento para o

isolamento inicial de salmonela.

4.1.4. Aguas do abatedouro e carcagas de frangos
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Foram coletadas amostras de agua dos tanques de escaldagem e de pré-
resfriamento, sendo 19 de escaldagem e 15 de pré-resfriamento.

4.1.4.1. Coleta de amostras dos tanques de escaldagem e de pré-
resfriamento. A coleta de amostras era feita, semanalmente, com o auxilio de uma
almofada de gaze que era mantida dentro do tanque por trés a quatro horas, presa por um
barbante. A técnica foi adaptada de FERREIRA (1976) e a almofada era confeccionada
dobrando-se varias vezes uma gaze de 8x8cm até o peso de 7,5 g e amarrada, ao meio,
por um barbante de aproximadamente 2 m. Cortava-se outro quadrado duplo de gaze no
mesmo tamanho e cobria-se a almofada dando-lhe formato de esfera. O barbante que
saia do centro era entdo passado elipticamente varias vezes, consolidando e firmando o
formato, arrematando-se por um né Unico. Embalava-se individualmente e esterilizava-se
a 121°C, 15 Ib por 15 min.

Na industria. as almofadas eram retiradas da embalagem e imediatamente
mergulhadas nos respectivos tanques sendo presas as bordas pelo barbante. Foram
utilizadas duas almofadas para cada tanque, colocando uma proxima a entrada e a outra
proxima a saida das carcagas. Foram monitoradas as temperaturas do tanque na

colocagéo e retirada dos suabes.

Apos o tempo de permanéncia as amostras eram retiradas e colocadas em um
frasco de boca larga contendo 100 ml de BPW a 1% estéril e mantidas sob refrigeracéo
até a chegada ao laboratorio, onde ap6s identificadas e codificadas eram colocadas em

estufa para incubagdo a 37°C, por 24 horas.

4.1.4.2 Coleta de amostra de carcagas de frangos. Utilizou-se a técnica
do enxagle (D AOUST et alii, 1982). Semanalmente era feita a amostragem, num total de
97 amostras. As carcagas eram retiradas da linha de industrializag&o apds a embalagem e
levadas para o laboratdrio da empresa onde eram rotuladas e pesadas. A seguir eram
retiradas assepticamente da embalagem, transferidas para sacos plasticos estéreis
contendo 300 ml de BPW 1% e enxaguadas vigorosamente por cerca de 30 segundos. A

agua de enxague era devolvida entdo a um frasco de boca larga no qual o meio havia sido
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esterilizado e este mantido sob refrigeracéo até o envio ao laboratério da UNICAMP. Esse

tempo normaimente era de 3-4 horas.

No laboratério as amostras eram identificadas por cddigos especificos e

registradas as anotagbes de data de coleta e peso das carcagas.

4.2. METODOS

As amostras de camas de avidrios, incubatério e abatedouro eram, sempre,
coletadas e enviadas ao laboratério para analise no mesmo dia. As ragdes e matérias
primas eram armazenadas durante a semana anterior e enviadas para analise na semana

seguinte.

Os dados pertinentes a cada amostra eram convenientemente anotados.

4.2.1. Procedimento para isolamento de salmonelas

Utilizou-se, como regra geral o método descrito pela Associacdo Americana de
Saude Publica “American Public Health Association - APHA’, com as etapas a seguir
(SPECK, 1984). As modificagbes do método: meios, temperaturas e tempos de incubagéo,
quando existentes, foram apontadas na amostragem do material. Duas variagdes do
meétodo foram comparadas na capacidade de isolamento de um maior nimero de

sorotipos.

4.2.1.1. Pré-enriquecimento. Foi utilizada a agua tamponada peptonada
(BPW) a 1% e incubagdo da amostra por 18-24h na temperatura de 37°C, como pré-

enriquecimento para o isolamento inicial de salmonela.
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4.2.1.2. Enriquecimento seletivo: Foi utilizado somente caldo tetrationato
(TT). Uma aliquota de 1 ml de amostra pré-enriquecida era adicionada em 10 ml de caldo
tetrationato e este incubado por mais 18-24h a 43°C antes de se fazer o plaqueamento em
agar seletivo. Foi também utilizado um procedimento de enriquecimento retardado,
descrito como forma de aumentar as chances de isolamento de salmonelas, que consistiu
no seguinte (WALTMAN et alii, 1991): a amostra original em caldo TT, apés o periodo
inicial de 18-24 h de incubag&o e apdés semeadura, era mantida em temperatura ambiente
por mais cinco a sete dias. Findo este prazo, nova aliquota de 1 ml era transferida para
novo tubo contendo 10 ml de caldo TT e novamente incubada por 18-24 h a 43°C para
novo plagueamento em agar seletivo. Esta técnica foi utilizada para todas as amostras.

4.2.1.3. Plaqueamento em &agar seletivo. Foram utilizados dois tipos de
agar: agar verde-brilhante, de alta seletividade, onde se adicionava 20 mg/ml do meio de
novobiocina (MALLINSON,1990); e o agar Hektoen Entérico (HE) de média seletividade
(EWING, 1986). A escolha decorreu do tipo de amostras que seriam trabalhadas,
altamente contaminadas por outras enterobactérias. Apos o periodo de incubagdo, o tubo
de caldo TT era levemente agitado e retirada um algada do caldo para plaqueamento em
estrias de esgotamento nas placas de petri contendo os agar seletivos. As placas eram

entéo, incubadas por 18-24h em estufa bacteriolégica a 37°C.

4.2.1.4. Triagem de colbnias suspeitas. As colénias que apresentavam
reagOes indicativas de serem salmonelas nos &gar seletivos eram selecionadas e
passadas, com o auxilio de alga em forma de agulha, para tubos de triagem contendo o
meio de agar triplice agucar e ferro (TSI) e o agar lisina ferro (LIA). A inoculagéo era feita
através de picada central e estriamento sobre a superficie inclinada. Procurava-se retirar
até seis colbnias suspeitas de cada uma das placas de agar seletivos. Os tubos de
triagem, ap6s a devida identificagéo, eram incubados por 18-24h em estufa a 37°C. Apbs
este periodo, os tubos que apresentavam reag¢des caracteristicas de serem salmonelas

eram selecionados para as provas bioquimicas de identificagdo genérica.

4.2.1.5. ldentificagdo bioquimica. Para os testes bioquimicos foram
utilizadas as provas de indol, urease, citrato, malonato, decarboxilagdo da lisina e ornitina

e fermentag&o do dulcitol, com semeaduras a partir do crescimento suspeito nos tubos de
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TSI e LIA. O teste de hidrdlise da uréia era feito inoculando-se duas a trés algadas da
cultura em tubos contendo caldo uréia que era incubado por até 48h a 35°C. A reacao
positiva era indicada pela mudanca da cor do meio de amarela para rosa. O teste de Indol
(habilidade do microrganismo em desdobrar triptofano) foi feito com leve inoculagdo em
caldo para indol, incubagdo a 35° C e leitura apés a adicdo do reagente de Kovacs
indicado pelo aparecimento de um anel avermelhado na camada superior alcodlica do
tubo. No teste negativo o anel era amarelado. Para o teste de decarboxilagdo da lisina e
ornitina os meios eram inoculados e tamponados com uma camada de aproximadamente
1 ml de éleo mineral estéril antes da incubagéo a 35° C para observagéo dos resultados
por até quatro dias. Foi utilizado tubo controle negativo para os aminoacidos. O teste da
utilizagdo do citrato como Unica fonte de carbono era feito com inoculagéo leve sobre a
superficie inclinada do meio e incubagdo a 35° C, com leitura em 24 e 72h. O teste
positivo era indicado pelo crescimento do microorganismo que alterava a coloracdo da
superficie inoculada de verde para azul. Para determinar a habilidade do microorganismo
em utilizar malonato de sédio como Unica fonte de carbono foi utilizado inéculo leve e
incubagdo em 24-48h em estufa a 35° C. O resultado positivo era revelado pela alteragéo
na colorag@o do meio de verde para azul. A fermentacdo do dulcitol foi feita em meio
liquido com indicador de pH.

4216 Tipificagdo  soroldgica. As cepas caracterizadas
bioquimicamente como Salmonella sp. foram identificadas, repicadas em frascos de vidro
contendo agar nutriente, fechados com tampa de borracha e lacre de aluminio, e
armazenadas em geladeira para posterior envio ao Setor de Enterobactérias do Instituto

Adolfo Lutz de S&o Paulo para a identificagéo soroldgica e tipificagéo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Amostragem utilizada no experimento

Durante 10 semanas de avaliagéo, foram analisadas um total de 454 amostras
(Tab.1). Foram 40 amostras de farinha de carne, 33 de farinha de penas e 26 de farinha
de visceras; 97 amostras de carcaga de frango; 93 de embrides de ovos bicados, 19
amostras de agua de tanque de escaldagem e 15 de tanque de resfriamento; 38 amostras
de cama de matrizes ¢ 36 de cama de frangos; 16 de racéo de matrizes e 41 de ragao de

frangos.

Tabela 1. Amostragem por ponto e total, utilizada para a pesquisa de salmonelas numa
empresa integradora de frangos de corte num periodo de 10 semanas.

AMOSTRAS SEMANAS TOTAL
2 3 4 5 6 7 8 9 10

Farinha carne 5 4 3 7 7 - 3 6 5 - 40
Farinha penas - 6 3 3 2 1 3 5 5 5 33
Farinha visceras - 6 3 3 2 1 2 1 4 4 26
Carcaga 10 10 10 10 10 10 7 10 10 10 97
Ovos bicados 10 11 10 10 10 15 13 - - 14 93
Agua escaldagem 12 2 2 2 2 2 2 2 2 19
agua pré-resfriamento - 2 1 1 2 2 2 1 2 2 15
Cama matrizes 4 4 4 4 4 4 2 4 4 4 38
Cama frangos 4 4 4 - 4 4 4 4 4 4 36
Ragao matrizes - - 3 1 2 2 4 2 - 16
Rag&o frangos - - 5 2 6 6 8 4 4 41
TOTAL 34 49 48 48 46 47 46 45 42 49 454
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As amostras positivas foram 91, sendo 22 provenientes de farinha de carne, 16
de farinha de penas, 12 de farinha de visceras, 21 de carcaga de frangos, 6 de agua de
pré-resfriamento, 4 de embrides de ovos bicados e ragdo de matrizes, 3 de racdo de
frangos, 2 de camas de matrizes e 1 de cama de frangos. Isolaram-se 520 cepas de
salmonelas para tipificagdo, sendo 181 provenientes de farinha de carne, 87 de farinha de
penas, 80 de farinhas de visceras, 55 de carcaga de frango industrializada, 36 de ragéo
de matrizes, 31 de agua de tanque de pré-resfriamento, 29 de racdes de frango, 15 de
residuos de incubatério (ovos bicados), 5 de cama de matrizes e 1 de cama de frangos

(Tab.2).

Foram identificados 24 sorotipos nestas 520 cepas tipificadas, sendo 17 em
farinha de carne, 12 em carcaga industrializada, 8 em farinha de penas e visceras, 6 em
agua de resfriamento, 4 em ragées de matrizes e frangos, 3 em cama de matrizes, 1 em

ovos bicados e 1 em cama de frango (Tab.2).

Tabela 2. Numero de amostras positivas para salmonela por tipo de material amostrado,, numero
de isolamentos e quantidade de sorotipos isolados.

Material amostrado Amostras positivas Numero de Isolamentos Sorotipos isolados
Farinha de carne 22 181 17
Farinha de penas 16 87 8
Farinha de visceras 12 80 8
Ovos bicados 4 15 1
Agua pré-resfriamento 6 31 6
Ragéo matrizes 4 36 4
Ragéo frangos 3 29 4
Carcaga frangos 21 55 12
Cama matrizes 2 5 3
Cama frangos 1 1 1
TotTAL 91 520 24 .........
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5.2. Salmonelas em camas de matrizes e de frangos

Das 74 amostras de camas analisadas, 38 de matrizes e 36 de frangos, trés

foram positivas para salmonelas (Tab.3).

Tabela 3. Presenga de salmonelas em amostras de camas de galpdes de uma empresa
integradora de frangos de corte.

Amostras Sorotipos Numero de Amostras positivas / total examinado
isolados isolamentos N° %
Cama matrizes  S. typhimurium (2) 2/38 53
S. adelaide (2)
S.11,4,512:- (1
Cama frangos  S. tenessee (1) 1/36 2,8
TOTAL - (6) 374 4,1

As camas de aves s&o o melhor indicativo de contaminagéo do lote (OLESIUK et
alii, 1964). As taxas de isolamento sdo dependentes de varios fatores entre eles o periodo
de utilizagéo da came, ou seja, a quantidade de lotes que ela ja tenha abrigado (FANELLI
et alii, 1970; JONES, 1991). Também s&o determinantes no isolamento a idade das aves,
mais susceptiveis nos primeiros 10 dias de vida e a contaminagdo ambiental da granja
(JONES et alii, 1991b). Neste trabalho registramos indices de 5,3% para cama de
matrizes e 28% para cama de frangos respectivamente, resultados
esperados,provavelmente devido ao fato de as camas serem predominantemente ja

utilizadas e a idade das aves encontrar-se fora do periodo de maior risco de infecgdo.

5.3. Salmonelas em embrides de ovos bicados
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Das 93 amostras de embrides de ovos bicados analisadas, quatro foram positivas

para salmonelas (Tab.4).

Tabela 4. Presenga de salmonelas em amostras de embriées de ovos bicados de uma
empresa integradora de frangos de corte.

Amostras Sorotipos Numero de Amostras positivas / total examinado
isolados isolamentos N° %
Ovos bicados S. typhimurium (15) 4/93 43

O indice de 4,3% de positividade encontrado nas amostras de ovos bicados sdo
comparaveis aos de BHATIA et alii (1979) de 6,6%. Apesar dos isolamentos terem sido
feitos apenas em uma das dez semanas de experimento demonstra-se que por esta via os
individuos infectados continuam o ciclo de colonizagéo dos lotes em que irao ser alojados,
uma vez que as reprodutoras contaminadas continuam fornecendo diariamente ovos

contaminados para a incubagéo.
BHATIA & McNABB (1980) investigaram a disseminacdo da infecgdo por
salmonela em penugens e meconio do incubatério, carcagas no abatedouro e ragdes e

camas das granjas. Os mesmos sorotipos estavam envolvidos nas diferentes fases e s6

as ragoes peletizadas ndo foram consideradas importantes fontes de infecgao.

5.4. Salmonelas em ragdes e matérias primas de origem animal

5.4.1. Ragbes

Das rages, quatro e trés amostras foram positivas para salmonelas em 16 e 41

amostras de matrizes e frangos, respectivamente (Tab.5).
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Tabela 5. Presenga de salmonelas em amostras de ragées de uma empresa integradora
de frangos de corte.

Amostras Sorotipos Namero de Amostras positivas/total examinado
isolados isolamentos Ne° %

Ragéo matrizes  S. havana (4) 4/16 25,0

S. senftenberg (2)

S. montevideo (14)

S. cerro (160)
Racéo frangos S. havana (2) 3/41 7,3

S. senftenberg (3)

S. schwarzengrund (20)

S. sp cepa rugosa (4)

TOTAL RAGOES (65) 7157 12,3

As ragGes de matrizes tiveram um indice de 25% de positividade e as ragdes de
frango 7,3%. Estes percentuais sdo dependentes de inimeros fatores que vao desde o
monitoramento da fabrica de rag&o, ao tipo produzido, transporte, armazenamento na
granja e forma de apresentagéo as aves (HACKING,1977;: GABIS,1991).

JONES et ali (1991a) encontraram 35% de positividade em ragées apds a sua
produgao na fabrica e 6,3% em ragbes peletizadas no mesmo ambiente com uma reducéo
de 82%. No entanto estes autores citam BLANKENSHIP et alii (1984) que condicionam a
redugdo da contaminag&o a umidade da rag&o, tempo e temperatura de armazenamento,
numero de salmonelas presente, eficiéncia da transferéncia de calor e umidade no

processo e a resisténcia térmica da cepa envolvida.

BERCHIERI Jr. et alii (1992) encontraram no Brasil, média de 10% de
contaminacdo em ragGes no estudo de quatro fabricas, no entanto os autores nao

esclarecem o tipo amostrado. No presente trabalho, a maioria das amostras de ragdes

30



nao eram peletizadas e portanto ndo foram separadas na estatistica final algumas
amostras que eventualmente vieram com esse processamento. Isto decorreu por motivos
técnicos da fabrica de ragdo da empresa de integragéo onde foi desenvolvida a pesquisa.

Hoje a recomendag&o nos EUA é que seja utilizada apenas ragéo peletizada para
alimentag&o de matrizes e que os sub-produtos de origem animal quando adicionados

sejam comprovadamente livres de samonelas (NAGARAJA et alii, 1991).

5.4.2. Matérias-primas de origem animal

Foram utilizadas 99 amostras de farinhas de origem animal utilizadas na

fabricagéo das ragdes (Tab.6).

As farinhas de origem animal s&o constantemente mencionadas na literatura
como a principal fonte de transmiss&o de salmonelas para ragdes e consequentemente
para as aves (MACKENZIE & BAINS, 1976; GABIS, 1991; JONES et alii, 1991a). O
problema é normalmente devido as mas condigdes de operagdo das graxarias em
abatedouros, onde, assim que a farinha sai do autoclave é rapidamente contaminada pelo
ambiente. As amostras de farinhas tiveram os indices mais altos de contaminagdo entre
todas as amostras testadas: 55,0%, 48,5% e 46,2% para farinha de carne, penas e
visceras respectivamente. Esses percentuais de contaminagdo encontrados na pesquisa
s&o concordantes com varios pesquisadores que citam taxas de contaminagao de 39%
para farinha de carne, 63% para farinha de pena e visceras, 16% para farinha de penas e
33% para visceras (BERCHIERI Jr et alii, 1984), e 60% e 50% respectivamente, em
farinha de carne e farinha de ossos (JONES et alii, 1991a e GABIS, 1991).
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Tabela 6. Presenca de salmonelas em amostras de farinhas de origem animal utilizadas
na fabricagdo de ragdes de uma empresa integradora de frangos de corte.

Amostras Sorotipos Numerode Amostras positivas/total examinado
isolados isolamentos N° %
Farinhacarmne  S. senftenberg (29) 22140 55,0
S. rissen (28)
S. mbandaka (19)
S. ohio (19)
S. pomona (19)
S. havana (17)
S. montevideo (15)
S. cerro atipica (12)
S.11,4512:- (7)
S. orion (4)
S. cerro (4)
S. typhimurium (3)
S. agona (1)
S. alachua (1)
S. meleagridis (1)
S. livingstone (1)
S. cepa rugosa (1)
Farinhapenas S. havana (54) 6/33 48,5
S. tennessee (11)
S. anatum (7)
S. senftenberg (6)
S. montevideo (3)
S. agona (3)
S. cerro (2)
S. ohio (1)
S. minesota (1)
Farinha visceras S. havana (11) 12/26 46,2
S. tennessee (43)
S. senftenberg (10)
S. montevideo (7)
S.11,319:-- (4)
S.11,3,1519:y:- (2)
Total farinhas - (348) 52/99 52,5
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5.5 Salmonelas em aguas do abatedouro e carcagas de frangos

Foram analisadas 34 amostras de aguas do abatedouro sendo 19 do tanque de
escaldagem e 15 do tanque de pré-resfriamento de carcagas e 97 amostras de carcacas

embaladas e prontas para a comercializagao (Tab.7).

Tabela 7. Presenca de salmonelas em amostras de aguas do abatedouro e em carcacas
de uma empresa integradora de frangos de corte.

Amostras Sorotipos Namero de Amostras positivas/total examinado
isolados isolamentos N° %

Agua escaldagem (0) 0/19 0,0
Agua de pré- S. minnesota (12) 6/15 40,0
resfriamento S. adelaide (9)

S. typhimurium (6)

S. mbandaka (2)

S. agona (1)

S.14,512::- &)
Carcacgas S. schwarzengrund (20) 21197 21,6

S. typhimurium (10)

S. agona (5)

S. alachua (5)

S. havana (3)

S. cerro (3)

S. rissen (2)

S. tennessee (2)

S. mbandaka (2)

S. orion (1)

S.14,512-- (1)
Total - (86) 27 /131 20,6
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As amostras de agua do tanque de pré-resfriamento tiveram 40% de positividade.
Nao foi encontrada salmonela em &agua de tanque de escaldagem (Tab.7). A
contaminagdo da agua de resfriamento € um grande problema no abatedouro. LILLARD
(1990) através de monitoramento em varias fases do processamento, demonstrou que a
imers@o no tanque de pré-resfriamento pode ser o ponto mais significativo de
contaminagao cruzada nas plantas de abate. As aves chegam contaminadas através da
pele (externamente) ou devido a etapa de evisceragdo (contaminagdo interna) e na
imersao desprendem os residuos do abate na agua. Os indices de isolamento desta etapa
sdo muito diferentes entre os estudos de varios autores (SHACKELFORD, 1988). Esta
variagdo € dependente, entre outros motivos, de cuidados de sanitizagdo na industria,
grau de contaminagao externa e interna do lote, utilizagdo ou ndo de medidas adicionais
no resfriamento como aditivos a agua e a propria taxa de reposi¢céo de agua no tanque.
Em nosso trabalho o n&o isolamento de patdgenos no tanque de escaldagem
provavelmente deveu-se a temperatura mantida nos tanques da industria, a qual nunca foi
inferior a 58 °C, ficando em média em torno de 60 °C (Tab.8), resultado semelhante a
MULDER et alii (1978).

Tabela 8. Temperaturas (° ¢) do tanque de escaldagem durante o experimento no periodo
de coleta das amostras para pesquisa de salmonela.

Semanas de coleta

Temperaturas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Inicial 58,5 61,3 620 612 614 604 60,7 60,0 584 616
Final 58,0 586 59,7 619 615 603 608 588 60,7 597
Média 58,3 599 609 616 615 604 608 594 596 60,3

A taxa de contaminag¢ao do produto final, carcagas embaladas comercialmente, é
extremamente variavel. MORRIS & WELLS (1970) e CAMPBELL et alii (1983)
encontraram 14,2 e 11,6% respectivamente, taxas menores que os 21,6% da presente
pesquisa e 21,4% de JONES et alli (1991a). Porém, RENGEL & MENDOZA (1984) com
91% e INFANTE et alii (1992) com 32% na Venezuela; BERNARDO & MACHADO (1989)
com 55% em Portugual; BAILEY et alii (1991) com 65% e MCBRIDE et alii (1980) com

96,2%, descrevem taxas muito superiores de positividade para salmonelas em carcagas.
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Segundo os autores, os fatores que explicariam a variabilidade dos indices s3o:
procedéncia do loie (contaminagdo inicial), condigdes higienico-sanitarias nos
abatedouros (éreas fisicas e manipuladores), contaminagdes cruzadas principalmente nas
areas de depenagem, resfriamento de carcagas e embalagem. IZAT et alli (1991)
relacionam ainda o numero de enxagles a taxa de recuperagéo de salmonelas, sugerindo
que apenas uma parte € recuperada, pois 0s organismos ja estéo firmemente fixados na
pele antes do processamento. SOERJADI-LIEM & CUMMING, (1984) e JONES et alii
(1991b) citam ainda a estag&o do ano como fator diferencial, sendo que os meses quentes

ajudariam o aumento destas taxas.

5.6. Sorotipos identificados nas diferentes amostras

Entre os 24 sorotipos isolados o mais frequente foi Salmonella havana,
predominantemente em farinhas de origem animal (Tab.9) Foi encontrado também em
ragbes de matrizes e frangos e em carcagas, demonstrando sua distribuicdo dentro do

ciclo de produgéo.

A Salmonella senftenberg segundo sorotipo mais isolado e a de maior
prevaléncia entre far nhas de carne, é também o sorotipo mais isolado em Portugual,
segundo CRUZ et alii (1992), onde taxas de 11,95% de positividade foram encontradas

em componentes de ragbes de origem animal.

A Salmonella thiphimurium aparece em quinto lugar em isolamentos e foi
detectada em farinha de carne, agua de tanque de pré-resfriamento, carcacas e cama de
matrizes, porém, € a unica isolada em embrides de ovos bicados, indicando sua
transmiss&o via vertical, caracterizando contaminagdo do plantel e consequentemente a
dificuldade de contrcle dentro do sistema de integracdo. BERCHIERI Jr et alii (1987)
investigando a contaminag&o por Salmonelas em um abatedouro avicola encontraram
Salmonella thiphimurium como o sorotipo mais frequentemente isolado, como também
HUMBERT et alii, (1¢92) a citam como o sorotipo mais comumente isolado em sistemas

de produgéo de frangos.
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Tabela 9 - Quantidade de sorotipos isolados por tipo de amostra.

SOROTIPO Fari- Fari- Far. Carca- Ovos Agua Cama Cama Ragédo Ragéo TOTAL
nha nha vis- ¢as bica- pré- ma- fran- ma- fran-
carne penas ceras dos resfr. trizes gos trizes gos

Havana 17 54 43 3 - - - - 4 2 123
Senftenberg 29 6 10 - - - - - 2 3 50
Schwarzengrund - - - 20 - - - - - 20 40
Montevideo 15 3 7 - - - - - 14 - 39
Typhimurium 3 - - 10 15 6 2 - - - 36
Rissen 28 - - 2 - - - - - - 30
Tennessee - 11 11 2 - - - 1 - - 25
Cerro 4 2 - 3 - - - - 16 - 25
Mbandaka 19 - - 2 - 2 - - - - 23
Ohio 19 1 - - - - - - - - 20
Pomona 19 - - - - - - - - - 19
Adelaide - - 2 - - 9 2 - - - 13
Minnesota - 1 - - - 12 - - - - 13
Cerro atipica 12 - - - - - - - - - 12
Agona 1 3 - 5 - 1 - - - - 10
14,5,12:-:- 7 - - 1 - 1 1 - - - 10
Anatum - 7 1 - - - - - - - 8
Alachua 1 - - 5 - - - - - - 6
Sp cepa rugosa 1 - - - - - - - - 4 5
Orion 4 - - 1 - - - - - - 5
1,3,19:-:- - - 4 - - - - - - - 4
11,3,15,19:y:- - - 2 - - - - - - - 2
Meleagridis 1 - - - - - - . - - 1
Livingstone 1 - - - - - - - - - 1
TOTAL 181 87 80 55 15 31 5 1 36 29 520

A maior diversidade de sorotipos isolados de carcagas embaladas quando
comparadas aos isolados de agua de tanque de pré-resfriamento demonstram que apos
esta etapa novas fontes de contaminagdo estdo implicadas no processo, provavelmente

equipamentos ou manipuladores.
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O sorotipo mais isolado em carcagas foi Salmonella schwarzengrund, sendo
também o sorotipo predominante em ragio de frangos e aparecendo somente nestes dois
tipos de amostras, demonstrando que a fonte de infecgdo deve estar ou na fabrica de
ragOes ou nas granjas. Na Venezuela e em Portugal ( INFANTE et alii, 1992; BERNARDO
& MACHADO, 1989) o sorotipo predominante em carcacas foi a Salmonella enteritidis. A
Salmonella enteritidis € hoje em alguns paises o principal sorotipo isolado de produtos
avicolas e amostras clinicas de pacientes com gastroenterites devido a surtos alimentares
(BERNARDO & MACHADO, 1989; OPTIZ, 1992). Em nosso trabalho nao foi detectado o
sorotipo Salmonella enteritidis.

Com relagdo ao numero de sorotipos isolados por amostras encontrou-se a
grande maioria, 57,1% com apenas 1 sorotipo, 30,7% com 2 sorotipos, 9,9% com 3
sorotipos e 2,2% com 4 sorotipos (Tab.10). As 2 amostras com quatro sorotipos foram de
farinha de carne e farinha de visceras e das 9 amostras com 3 sorotipos, 6 s&o de farinha
de carne, 2 de farinha de visceras e 1 de carcagas. Estes resultados sdo semelhantes aos
resultados de BERCHIERI Jr et alii (1992), que encontraram até 3 sorotipos na mesma

amostra.

Tabela 10. Numero de sorotipos identificados por amostra.

Amostras Numero de sorotipos Total
1 2 3 4
Farinha de carne 8 7 6 1 22
Farinha de penas 9 7 - - 16
Farinha de visceras 5 4 2 1 12
Agua de pré-resfriamento 3 3 - - 6
Racé&o de matrizes 3 1 - - 4
Ragéo de frangos 1 2 - - 3
Carcaga de frangos 17 3 1 - 21
Cama de matrizes 1 1 - - 2
Cama de frangos 1 - - - 1
Ovos bicados 4 - - - 4
TOTAL 52 28 9 2 91
(%) (57,1) (30,7) (9,9) (2,2)
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.7. Resultados obtidos com as modificages do método de enriquecimento seletivo

O efeito do tempo de incubagéo do meio tetrationato de enriquecimento sobre o
isolamento de salmonelas nos diferentes tipos de amostras e durante as 10 semanas do

experimento pode ser observado nas Tabs. 11 e 12.

Tabela 11. Numero de amostras positivas para o isolamento de salmonelas nas diferentes
semanas de trabalho, utilizando o meio de enriquecimento incubado em
diferentes tempos.

Semana N° amostras Periodos de incubagao
positivas 24h 48h TER*
1 5 2 2 4
2 11 6 4 8
3 12 7 6 10
4 14 6 11 15
5 6 5 5 6
6 1 1 1 1
7 6 1 3 5
8 6 4 8 5
9 13 3 10 12
10 11 6 7 8
TOTAL 91 41 57 74
% 100 451 62,6 81,3

*TER: Técnica de enriquecimento retardado.

Com relagdo a taxa de isolamento de Salmonella sp, verificou-se que,
normalmente os melhores resultados obtiveram-se com a utilizagdo da TER, 81,3% das
amostras totais positivas, sendo 62,6% positivas em 48 h e apenas 45,1% das amostras
positivas em 24 h (Tab.11). Assim, na primeira semana enquanto em enriquecimento de
24 e 48 h na técnica convencional conseguiu-se 2 amostras positivas, com a TER isolou-
se salmonela em 4 amostras. A TER foi mais eficiente também na 22, 32, 42 53 73 G2 g’
10% semanas, com 2, 3, 4, 1, 2, 2, e 1 amostras a mais respectivamente. Na 62 semana
manteve-se igual em 1 amostra , sendo menos eficiente apenas na 82 semana, onde em

48h registrou-se 3 amostras isoladas a mais. Estes resultados ao fim de 10 semanas s&o
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semelhantes aos encontrados por WALTMAN et alii (1991) que conseguiram em 464
isolamentos, 58% (269) de positividade em 24h e 91% (421) com a TER.

Tabela 12. NUumero de amostras positivas para salmonela, utilizando-se o meio de
tetrationato em diferentes tempos de incubagéo e plagueamento em dois
tipos de agar seletivos.

Amostras Amostras positivas Periodo de incubagao
24h 48h TER
Cama de matrizes 2 1 1 0
Cama de frangos 1 0 1 0
Embri&o de ovos bicados 4 1 2 2
Ragao de matrizes 4 2 4 4
Racéo de frangos 3 2 1 2
Farinha de carne 22 17 17 18
Farinha de penas 16 4 10 14
Farinha de visceras 12 7 7 12
Agua de escaldagem - - - -
Agua de pré-resfriamento 6 2 5 5
Carcaga de frangos 21 5 9 17
e . PR 57 ................... 74 .............

*TER: Técnica de enriquecimento retardado

Os resultados obtidos entre os diferentes tipos de amostras n&o clinicas parecem
indicar que a técnica de enriquecimento retardado (TER) é de grande valia para amostras
bastante contaminadas como no caso das farinhas e carcagas, onde nitidamente foi mais

eficiente.

O efeito do agar seletivo sobre o isolamento de salmonelas pode ser observado
na Tab.13.
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Tabela 13. Numero de isolamentos positivos para salmonela (N) em agar BGN e HE a
partir de amostras enriquecidas com caldo tetrationato, seu percentual (%) e
numero de isolamentos (n) em somente um dos agar.

Amostras Total de Agar BGN Agar HE
isolamentos N % n N % n
Cama matrizes 5 4 80 1 1 20 1
Cama frangos 1 - - - 1 100 1
Ovos bicados 15 11 73,3 2 4 26,7 1
Ragao matrizes 36 11 30,6 - 25 69,2 2
Racéo frangos 29 8 27,6 - 21 72,4 2
Farinha de carne 181 55 30,4 1 126 69,6 3
Farinha de penas 87 33 38 1 54 62 3
Farinha de visceras 80 25 31,3 1 55 68,7 3

Agua escaldagem - - - - - - -

Agua pré-resfriamento 31 12 387 1 19 613 2
Carcaga de frangos 55 25 455 6 30 545 12
TOTAL 520 184 354 13 336 646 30

Apesar da grande prevaléncia do agar HE (336 isolamentos) sobre o BGN (184)
a necessidade do uso concomitante de dois ou mais &gar € importante j& que em 43
isolamentos (8.3%) a salmonela foi isolada em apenas 1 dos &agar, sendo 13 (2,5%)
apenas em BGN e 30 (5,8%) apenas em HE.
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6. CONCLUSOES

6.1. Os resultados positivos no isolamento de salmonela em quase todos os segmentos
da empresa integradora demonstram a existéncia da contaminagao através das varias

fases de produgéao.

6.2. Todos os sorotipos isolados em ragdes de matrizes, ragdes de frangos (exceg¢ao para
Salmonella schwarzengrund), camas de matrizes e camas de frangos foram também
isolados em farinhas, demonstrando que a fabrica de ragdes € um importante ponto

critico nesta integracao.

6.3.Nem todos os sorotipos encontrados nos diferentes segmentos da producgéo
anteriores ao abate foram isolados em agua do tanque de pré-resfriamento ou
carcagas (11 sorotipos isolados das carcagas num total de 24 sorotipos) indicando
falha na metodologia de isolamento ou agdo de procedimentos sanitarios na

produgao.

6.4.A temperatura da &gua de escaldagem como controle de contaminagdo
aparentemente demonstrou eficacia, j& que no presente trabalho ndo isolou-se

salmonela desta fonte.

6.5. O isolamento de Salmonella typhimurium em embrides de ovos bicados, além de
confirmar a contaminag&o do plantel de matrizes por este sorotipo,também isolado em

camas, evidencia provavelmente sua maior facilidade em fazer a transmissao via ovo.
6.6 As agGes de controle de salmonelas em uma empresa integradora de frangos de corte

devem abranger varios segmentos, sendo as ragdes e matérias-primas utilizadas na

sua fabricagéo pontos muito importantes na sua disseminago.
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8. APENDICE

8. 1. Leite Desnatado a 20%

Leite em pd desnatado (MOLICO)...........cooooiiiii 200¢

AQUA deSHIAAA. ... 1 litro

O meio era dissolvido em agua destilada previamente aquecida . Esterilizado a
121°C, 15 Ib por 12 min.
8. 2. Agua Tamponada Peptonada ( BPW) 1%

Os meios eram preparados na semana anterior ao emprego e armazenados em

geladeira. A agua tamponada peptonada era preparada segundo a férmula:

Peptona . ... 10,0 g
Cloreto de sOdio (NaCl) ... 50 ¢
Fosfato de Sddio bibasico dodecahidratado

(NazHPO4) X 12 HaO oo 90 ¢

Fosfato monopotassico (KHPOy)......oooveveeiiiiee 15 g

Apos dissolugdo em 1 litro de agua destilada aquecida, ajustava-se o pH para

7,0 e distribuia-se nos frascos adequados a cada experimento.

8.3. Caldo Tetrationato
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O caldo tetrationato era preparado no dia anterior ao emprego. Apos pesagem
e adicdo de agua destilada era fervido por 10 minutos, levado a capela de fluxo
laminar e transferido a frascos de boca larga estéreis, na quantidade de 100 ml| para
as amostras de camas de matrizes e de frangos e tubos de ensaio estéreis na
quantidade de 10 ml para todos os outros tipos de amostras. No dia de uso era
adicionado de solugéo de iodo na quantidade de 2ml para os frascos de 100 ml e 0,2

ml para os frascos de 10 ml.

8.3.1. Solugéo estoque de lodo

[OQO. 6,09
lodeto de potasSio ... 50¢
Agua destilada. ............c.o.o oo 20,0 ml.

8.4. Agar Seletivos

Foram utilizados dois tipos de &gar seletivos, o Hektoen Enteric Agar ( HE
,Difco-0853) e o Brilliant Green Agar (BGA, Difco - 0285) acrescido de novobiocina
(Sigma, N-1628 ) - BGN - .

Os meios eram pesados e preparados em frascos Erlenmeyer de 1 litro. Apds a
dissolugdo em agua destilada o agar BGA era autoclavado a 121° C, 15 Ib, 15 min.

Apds a saida do autoclave e em temperatura entre 45-50°C, os frascos de meio
eram levados a capela de fluxo laminar para o plagueamento, na quantidade de
aproximadamente 20 ml por placa. O agar verde brilhante era acrescido de 1 ml da
solugdo estoque de novobiocina para cada litro de meio. As placas eram deixadas
abertas no fluxo até sua secagem quando eram fechadas, acondicionadas em sacos

plasticos e mantidas em refrigeracao até o momento do uso.
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O agar HE apds a dissolugdo era fervido em bico de bunsen até ficar
translucido. Era ent&o resfriado a 45-50°C para o plagueamento no fluxo laminar e as

placas secas também eram mantidas sob refrigeracé&o até o emprego.
8.4.1 Solugédo Estoque de Novobiocina ( MALLINSON, 1990b).

A solugéo estoque de Novobiocina contendo 20 mg/mi era preparada através
da adicdo de 2,08 g do sal de novobiocina para 100 ml de agua destilada. Este

calculo levou em conta o grau de pureza do produto.

Apéds a dissolugdo do sal em agua, a solugéo era esterilizada através de filtro
(Millipore, HAWP 025) e colocada em tubos estéreis de tampa rosqueavel na
quantidade de 5 ml por tubo. Os tubos foram entdo congelados e mantidos em freezer

até o dia do uso.

8.5. Agar trilplice Ferro (TSI) e Agar Lisina Ferro (LIA)

Utilizou-se dois meios de triagem, o agar lisina ferro (LIA, Difco - 0849) e o
agar triplice ferro (TSI, Difco - 0265).

Os meios eram preparados conforme indicacdo do fabricante, acrescidos de
agua destilada . Eram entdo aquecidos até totalmente dissolvidos e transferidos para
tubos de ensaio com tampa (13 x 100) na quantidade de aproximadamente 3 ml por
tubo e autoclavados por a 121°C e 15 Ib, 15 min. Apos autoclavagem eram retirados e
inclinados de forma :que o fundo dos tubos de TSI ficassem com no minimo 1,5 cm e
os de LIA 3 cm. Apds solidificagdo acondicionados em frascos e estocados sob

refrigeragéo.

8.6. Provas Bioquimicas

8.6.1 Urease
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Utilizou-se o caldo Uréia Broth ( Difco, 0272). O meio era preparado conforme
instrugdes do fabricante e esterilizado por filtrag&do ( Millipore, membranas de 0,45u de
diametro de poro). Era entubado na quantidade de aproximadamente 2 mi por tubo e

estocado sob refrigeragao.
8.6.2 Indol

Usou-se o caldo Triptofano ( Tryptone Difco, 0123), o qual era preparado

conforme a formula:

THIPION@ Lo 10g

AgQua destilada. ... 1,0 litro.

Entubado (tubos 13x100) na quantidade de aproximadamente 4 ml por tubo.
Acondicionado e autoclavado a 121°C, 15 Ib por 15 min. Estocado sob refrigera¢éo

até o momento de uso.

8.6.2.1. Reagente de Kovacs

AICOOI ISOBMITICO. ... .o 150,0 ml
P-dimetilamino-benzaldeido......................ooooii 10,0 g
ACIAO ClOTIANICO .o 50,0 ml.

8.6.3. Decarboxilagdo de aminoacidos: Lisina e Ornitina.

O caldo base empregado foi o Decarboxylase Medium Base ( Difco, 0872) o
qual era adicionado do respectivo aminoacido: L-Lysine HCL ( Difco, 0705) ou L-
Ornithine HCL ( Difco, 0293 ) na concentragéo de 1%. Apds pesagem e dissolugéo do
meio era feito o ajuste de pH, necessario sempre para a L-Ornitina com NaOH 10 N .
O meio era distribuido em tubos ( 13x100) de tampa rosca e esterilizado a 121°C, 15
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Ib por 15 min. ApOs retirados do autoclave os tubos eram mantidos sob refrigeracéo

até a utilizagdo.
8.6.4 Teste do Citrato

Foi utilizado o Simmons Citrate Agar ( Difco, 0091). O meio era preparado e
aquecido até total dissolugdo. Era entubado, 2,5 ml aproximadamente, em tubos
13x100 tampados e autoclavados a 121°C, 15 Ib por 15 min. Apos esterilizados e com
temperatura de aproximadamente 50°C eram inclinados para solidificacdo e estocados

em refrigerador até o uso.
8.6.5. Teste do Malonato

O meio utilizado foi o Malonate Broth ( Difco, 0395). O meio era preparado
dissolvido em agua destilada e entubado 3ml por tubo ( 13x100). Tampado com
tampbes de gaze e algodéo e esterilizado por a 115°C, 15 Ib, 10 min. Apds
esterilizados eram mantidos sob refrigeracdo até o uso.

8.6.6. Teste de Fermentagao de Carbohidratos - Dulcitol

O meio base Phenol Red Broth Base ( Difco, 0092 ) era preparado segundo as
instrugbes do fabricante. Apds a dissolugdo em agua destilada eram adicionados para
cada litro de meio base, 5 g de Dulcitol . Era distribuido em tubos (13x100) na
quantidade de aproximadamente 2,5 ml, adicionados de um tubo de Durham invertido
e autoclavados a 118°C 15 Ib por 10 min. Os tubos eram armazenados sob

refrigeragao.
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