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Resumo

A contaminacdo de carcagcas de frangos por salmonelas estda diretamente
relacionada ao nivel de contaminagdo com que a ave viva entra no abatedouro. Nestes
experimentos, procurou-se estudar a dindmica do transito de salmonelas no intestino
de frangos no pre-abate, o efeito do uso de lactose (5% na racdo) no controle da
colonizag&o intestinal, e o efeito da destruigdo da microbiota intestinal com o uso de
antibidtico. Em alguns experimentos, os frangos eram estressados por meio de
restricdo de agua e racdo. Foram utilizadas Salmonella Enteritidis (S.E.), S.
Typhimurium (S.T.) e frangos com 35 dias de idade. Frangos de criagdo comercial
livres de salmonelas eram infectados oralmente com 1,0 ml de suspensé&o de cultura de
salmonela. O efeito dos tratamentos sobre o ganho de peso corporal foi medido pela
diferenca de ganho de peso das aves dos diferentes grupos no periodo experimental
de uma semana. O uso de lactose apenas afetou a consisténcia das fezes e
apresentou uma pequena influéncia sobre o ganho de peso corporal. Em algumas
situacbes, aves dos grupos inoculados, ganharam menos peso que as do grupo
controle. A acéo da lactose na reducdo das salmonelas nao foi possivel avaliar pois o
agente ndo se instalou. Frangos de 35 dias de idade foram incapazes de estabelecer

uma infecgdo intestinal por S.E. ou S.T. detectavel 24 horas apos infeccdo com doses

que variavam de 10 a 108 ufc por ml da cultura. O estresse hidrico e alimentar
propiciou um ligeiro aumento na colonizagao intestinal e redugcdo da velocidade de
excrecao do agente do trato gastrintestinal da ave. O uso do antibiético flumequina por

trés dias consecutivos e posterior inoculacédo de ‘IO8 ufc de S.E. (trés dias apos
interrupcdo do tratamento) ndo favoreceu a colonizag&o intestinal mesmo com sua
microbiota protetora natural desestabilizada pelo antibiético. Apdés 30 minutos da
inoculagdo, os frangos apresentavam intensa contaminagdo do inglavio que
translocava rapidamente para os cecos ja na segunda hora, com queda rapida desta
colonizag&o. Somente neste periodo de duas horas era possivel reisolar S.E. do figado
de algumas aves. O papo e os cecos apresentaram maior intensidade de colonizagao.



As cepas de salmonelas mantinham intensa capacidade de colonizacéo intestinal
quando inoculadas em pintos de 1 dia de idade. Estes dados sugerem que a infecgéo
de frangos de 35 dias de idade e criados comerciaimente € auto-limitante e que
permanece por menos de 24 horas no transito intestinal destas aves.
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Abstract

The contamination of poultry carcasses by Salmonella is directly related to the
contamination levels presented by the chickens when it enters the slaughterhouse. The
experiments presented here aimed to the study of the dinamics of Salmonella in the
bowells of chickens before slaughtering, including the effect of lactose in the diet (5% in
the food) and the destruction of the intestinal microbial community by antibiotic use. In
some experiments, the poultry were stressed out by feed and water withdrawal. Thirty-
five-day old birds, raised comercially and salmonella-free, were infected by Salmonella
Enteritidis (S.E.), S. Typhimurium (S.T.) by oral inoculation of 1,0 ml of bacterial
suspension. The effect of different treatments on the chickens weight was measured by
comparing their weights after one week from the beginning of the different treatments.
The lactose effect seen only noticed to the consistency of the feces and had little effect
on the weight gain. In some cases, the chickens from the inoculated groups had a
smaller weight gain in comparison to the control group. It was not possible to evaluate
the effect of lactose in the reduction of Salmonella population, because the infection did
not take place after the inoculation. S.E. or S.T. did not induce the development of
infection, detectable in 24h, in 35-day old birds, after inoculation of suspensions with
concentrations ranging from 10° to 10® cfu/ml. The water and nutritional stresses evoked
a slight increase in the bowell colonization and reduction of the excretion of the
infectious agent from the gastrointestinal tract of the chicken.

Previous treatment of birds with the antibiotic flumequine for three consecutive days,
followed by inoculation with 10° cfu.suspension of S.E., did not enhance the intestine
colonization by the agent, even with the intestinal microbial community “unstabilized” by
the antibiotic. The chicken presented intense contamination of the inglivio 30 minutes
past the inoculation and fast translocation of the pathogens to the caecum in the second
hour post inoculation, with rapid decrease of the colonization process. Only in that
period of two hours ( a 2h period was enough) was possible to reisolate S.E. from the
liver of some chickens. The crop and caecum were under the most intense colonization

by the pathogen. The Salmonella strains retained the ability to colonize intensively the



intestines of the poultry, when inoculated in 1-day old chicks. These data suggest that
the infection of 35-day old birds, comercially grown, is self-limiting and stays for at least
24 h in the intestines of these birds.
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1. INTRODUGAO

As salmonelas sempre estiveram entre os principais agentes de toxinfecgao de
origem alimentar. Nos Ultimos anos, a ocorréncia da salmonelose humana tem
aumentado em todo o mundo, com predominancia de sorovares gque nao eram usuais
como a Salmonella. Enteritidis (S.E.).

Os alimentos de origem animal, em especial os de origem avicola, como ovos e
carne frango, s&o apontados como importantes veiculadores de infecgbes humanas por
salmonelas nos ultimos anos.

O consideravel aumento do numero de surtos por S.E. detectados pode ser
consequéncia do aumento do consumo de carne de frango, uma vez que ha, também,
um aumento do numero de S.E. isoladas de frangos.

As aves de criacdo industrial apresentam indices elevados de contaminag&o por
salmonelas. Excetuando os sorovares especificos (S. Pullorum e S. Gallinarum), esta
contaminagdo raramente afeta a produtividade da ave, que funciona como um

reservatorio assintomatico.

Sabe-se que a infecgao das aves por salmonelas, esta relacionada a uma série
de fatores, entre eles, a idade do hospedeiro, o estresse, a dose infectante, o sorovar, o
tipo de alimento (presenca de aditivos), as diferengas genéticas e a sanidade geral das

aves.

O processo tecnolégico de abate das aves ndo garante um produto final livre de
salmonelas, podendo, no maximo, reduzir os niveis de contaminagao das carcacas €
suas partes. Os niveis de contaminagé@o das carcagas de frangos por salmonelas em

todo o mundo estdo, geralmente, acima de 20%.

Esforcos no desenvolvimento de medidas de controle da colonizagéo intestinal

das aves, podem resultar em uma ave com menos salmonelas ao entrar no abatedouro.



Teoricamente, a garantia total de isencé@o de salmonelas na matéria prima
(carcagas e partes) seria dada pela introdugdo de aves livres de salmonelas no
abatedouro. Portanto, em se conseguindo uma reducéo da contaminagao da ave viva,
consequentemente, um menor nimero de bactérias seria introduzido no abatedouro.

Na criacdo industrial sdo utilizados processos que, de uma forma indireta,
auxiliam na reducéo da contaminagdo dos frangos por salmonelas, como a compra de
aves livres, o uso continuo de aditivos quimicos nas ragdes, conhecidos como
promotores de crescimento e a adogdo de medidas higiénicas gerais.

O uso de lactose na alimentagdo das aves tem sido proposto, também, como
uma forma de reducdo da colonizagéo intestinal por salmonelas. Geneticamente as
aves nao produzem a enzima lactase, desta maneira a lactose funciona, para as aves,
como uma substancia probibtica alimentando as bactérias laticas intestinais como os
Lactobacillus e as Bifidobactérias. Além do abaixamento do pH, desta fermentagéo sdo
resultantes varios compostos com agéo sobre a colonizagdo intestinal por salmonelas.

O estresse a que esta sujeito o frango do momento da captura até o abate, em
aves infectadas por salmonelas, pode provocar a translocagdo da bactéria do intestino
para os 6rgéos comestiveis como o figado o que dificultaria, em muito, sua eliminacéo

durante o processo industrial de abate.

Deste modo, este trabalho teve como alvo estudar alguns fatores que podem
influenciar na colonizagdo intestinal de frangos, aumentando ou diminuindo a
contaminac&o das carcacas por salmonelas, como: efeito da lactose administrada aos
frangos antes do abate, administracdo de antibidticos, efeito do estresse hidrico e

alimentar no periodo do pré-abate.



2. OBJETIVOS

2.1. Avaliar o efeito da lactose, no controle da colonizagdo intestinal por
Salmonella Enteritidis (S.E.) em frangos antes do abate.

2.2. Verificar a capacidade de colonizac&o intestinal de S.E. em pintos de um dia
e frangos de corte no pré-abate.

2.3. Avaliar o uso terapéutico prévio de antibiético na colonizac&o intestinal por
S.E. em frangos de corte.

2.4. Avaliar a dinamica da S.E. e Salmonelia Typhimurium (S.T.) no trato
gastrintestinal e sua capacidade invasiva em aves adultas criadas

comercialmente.

2.5. Avalliar o efeito do jejum hidrico e alimentar, ao qual as aves s&o submetidas
no pré-abate, sobre a colonizagdo intestinal de S.E. e S.T..



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. CARACTERISTICAS DA Salmonelia spp

O género Salmonella, pertencente & familia Enterobacteriaceae, é composto por
bacilos gram negativos, ndo esporulados, anaerébios facultativos, méveis, possuindo
flagelos peritriquios, salvo duas excegdes, as da S. Pullorum e S. Gallinarum que sdo
imoveis.

Possuem a capacidade de reduzir nitrato a nitrito, produzir gas a partir da
fermentagéo da glicose e sulfeto de hidrogénio a partir do agar TSI (Triple sugar iron),
nao hidrolizando a uréia, utilizando citrato como Unica fonte de carbono na presenca de
uma fonte inorganica de nitrogénio. Fermentam o manitol, mas ndo metabolizam a
lactose, exceto a S. Arizona, ndo produz indol a partir do triptofano é fenilalanina
negativos, descarboxilando a lisina e a maioria dos sorovares descarboxilam ornitina
(BERGEY’S, 1984; TRABULSI, 1991; KONEMAM et alii, 1993).

O género Salmonella spp €& assim denominado em homenagem ao
microbiologista americano D. E. Salmon (KONEMAM et alii, 1993).

Sua classificagdo e nomenclatura sdo complexas, e vém sofrendo constantes
modificagbes ao longo dos anos. Inicialmente, as salmonelas eram divididas em
sorotipos; posteriormente, foram reunidas no género Salmonella, e divididos nos sub —
géneros L 11, Ill, IV por Kauffmann, incluindo a S. arizona no sub género lll. Ja Edwards
& Ewing classificaram o género Salmonella em trés espécies, S. cholerasuis, S. typhi,
S.E., sendo que, nesta ultima, encontravam—se os mais de 2.200 sorovares descritos
na época. Nesta classificagdo a S. Arizona ndo estava inclusa. LE MINOR e
colaboradores, em uma nova classificagdo, incluiram todas as salmonelas, inclusive a
Arizona, em uma unica espécie (Salmonella choleraesuis), com seis sub espécies:
choleraesuis, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae, bongori Recentemente,
Farmers e associados, juntamente com o Subcomité Internacional de Taxonomia das

Enterobacteriaceae consideraram que todas as espécies e subgrupos de Salmonella e



Arizona deveriam ser classificadas em apenas duas espécies: S. enterica (isolada de
animais de sangue quente) e S. bongori (isolada de animais de sangue frio). Portanto,
a espécie S. entérica incluiria a sub-espécie entérica e o respectivo sorovar, podendo
ser escrito na forma abreviada apenas a espeécie e o sorovar em letra maiuscula como
por exemplo S. Typhimurium (S.T.) ou S. Enteritidis (S.E.) (BERGEY'S, 1984; LE
MINOR & POPOFF, 1987; TRABULSI, 1991; KONEMAM et alii, 1993; ANDREATTI F°,
1997).

A divisdo do género Salmonella em tipos sorolégicos (sorotipagem) é feita
segundo o esquema de Kauffmann & White baseando-se na identificagdo dos
antigenos somaticos e flagelares, representados por nimeros e letras de acordo com a
sua composi¢do antigénica e seus antigenos somatico “O”, capsular "Vi’(S. Typhi) e
flagelar “H”. Os antigenos somaticos s&o representados por numeros arabicos e
caracterizam os sorogrupos, os antigenos flagelares sao representados por letras
minusculas do alfabeto e por numeros arabicos, podendo ocorrer em uma fase
(monofasica) ou duas fases (bifasicas), ou mesmo nao possuir antigeno flagelar “H”,
como € o caso da: S. Pullorum e S. Gallinarum (BERGEY'S, 1984; TRABULSI, 1991;
KONEMAM et alii, 1993).

Atualmente, existem mais de 2400 sorovares identificados de Salmonelia, sendo
que alguns sdo considerados hospedeiro especificos como s&o os casos da S. Typhi e
S. Paratyphi que causam doengas no homem, S. Gallinarum e S. Pulorum que
acometem aves, produzindo o tifo aviario e a pulorose respectivamente, S. Dublin em
bovinos, S. Cholerae—suis em suinos e a S.T. e S.E. em camundongos (BARROW,
1998; BARROW, 1999). Os demais sorovares nao causam doenca sistémica no
homem, quando saudavel, mas devido a capacidade de colonizar o intestino de
animais domésticos, em especial aves, eles entram na cadeia alimentar produzindo

intoxicacao alimentar no homem (BARROW, 1998).



3.2. IMPORTANCIA DA Salmonella spp PARA A SAUDE PUBLICA E AVICULTURA

Nos ultimos 20 anos é incontestavel o aumento da incidéncia de surtos de
salmoneloses, devido & Salmonella spp ser o principal agente etiolégico de infecgao
alimentar humana (STAVIC & D’AOUST, 1993; TIETJEN & FUNG, 1995; SILVA, 1999).

O histérico da salmonelose € antigo, sendo que o primeiro isolamento do agente
responsavel data de 1888 em uma infecgéo alimentar ocorrida na Alemanha, em que a
bactéria foi isolada de fezes humanas. A epidemiologia da salmonelose pode ser
dividida em trés periodos de acordo com as caracteristicas das infecgdes, o primeiro
entre 1800 a 1949 caracterizado pela febre tiféide, causada pela S. Typhi. As décadas
de 50 e 60, quando as infecgdes por esta bactéria foram mais raras porém comecaram
a aparecer infecgbes com caracteristicas de gastroenterite, e a partir de 1970, que
aumentou a incidéncia de salmonelose humana nédo-tiféide caracterizada pela ingestao
de alimentos contaminados (TIETJEN & FUNG, 1995).

A prioridade no combate a Salmonella € consequéncia do aumento do nimero
de casos; apenas no periodo de 1983 -1987 a Salmonella foi responsavel por 68,4% de
surtos, 6.249 casos e 7 mortes, seguido de longe pelo Clostridium botulinum com
14,8% surtos, 28 casos e 2 mortes (ZEIDLER, 1996).

Atualmente o Campylobacter jejuni € o microrganismo responsavel pelo maior
numero de surtos em alguns paises. No entanto, as salmonelas, devido sua gravidade
e as intensas perdas sociais, continuam tendo uma importancia maior, e permanecem
como foco das pesquisas e controles de saude publica (ALTEKRUSE, et alii, 1999;
SILVA, 1999).

No Reino Unido por exemplo, de 10.000 casos de salmoneloses no ano de 1981,
houve um aumento para 27.693 casos em 1991 (BARROW,1992). Nos Estados
Unidos, no periodo entre 1988 e 1995, o0 numero de casos de salmoneloses (exceto
febre tiféide) variou entre 40.000 a 50.000 casos ano (FDA,/ CFSAN Bad Bug Book —
Salmonella spp, http://vm.cfsan.fda.gov/~mow/chap1.html).




UNICAMP
RIBLIOTECA CENTRAL
SECAO CIRCULANTF
Dentre mais de 2400 sorovares descritos, responsaveis pelas infeccoes
conhecidas como paratifoides, os S.E. e S.T. se destacam como de maior repercusso
e importancia para a saude publica e para a avicultura; estes sorovares correspondem
a % das salmonelas, relacionadas com infecgdes alimentares (BARROW, 1992:

BARROW, 1993; SILVA, 1995; BARROW et alii, 1998: HUMPHREY,1998: BARROW,
1999).

Até o final dos anos 80, a S.T. era considerada o sorovar de maior incidéncia,
associado as doencas em frangos € no homem. No final dos anos 80, sorovares menos
frequentes comegaram a surgir, como a S.E. que apareceu isoladamente como o
sorovar predominante em isolados de alimentagdo humana (BARROW, 1992:
MCILROY, 1996; NAVARRO, 1996). Apenas entre 1990 e 1995, nos Estados Unidos
foram constatados 293 surtos alimentares envolvendo S.E. com 10.253 pessoas
doentes e 46 obitos (http://vm.cfsan.fda.gov/~mowi/saltable.html).

A contaminagao de alimentos com salmonelas esta relacionada a diferentes vias
de transmiss&o como: leite, produtos lacteos, ovos, produtos derivados de frangos,
peixe, camardo, coco, temperos, molhos de saladas, sobremesas, coberturas de
sobremesas, gelatina, cacau, chocolate, entre outros (TIETJEN & FUNG, 1995: FDA/
CFSAN Bad Bug Book — Salmonella spp, http://vm.cfsan.fda.gov/~mow/chap1.html),

mas alimentos de origem animal e, principalmente, os produtos avicolas apresentam
uma maior incidéncia (HINTON,1992; BARROW, 1992).

No momento, a S.E., que é o sorovar que prevalece clinicamente em humanos,
esta associado tanto ao consumo de ovos contaminados, alimentos infectados pelo ovo
ou produtos de carne de frango, como ao aumento do mercado de aves além da
capacidade de transmissdo transovariana do agente (GAST & BEARD, 1990;
GORHAM, 1991; GAST, & BEARD, 1992; BAILEY, 1993; GAST, 1993; POPPE, 1996 :
NAVARRO, 1996; COX, 1996).

De acordo com o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA), no

periodo entre janeiro de 1998 e janeiro de 1999, frangos se constituiram na principal



via de ftransmissdo de salmonela de produtos carneos ndo processados,
compreendendo 63,5%, seguido da carne moida de peru com 23.5%. O sorovar isolado
com maior frequéncia de frangos foi Kentucky com 31,8%, Heidelberg com 16,8%,
Typhimurium (var. Copenhagen) com 7,2%, Typhimurium 7,0%, sendo que o sorovar
Enteritidis ocupou a nona posigdo com 2,4%. Os sorovares isolados com maior
intensidade de carne moida foram Anatum e Hadar com respectivamente 19% e 11,9%
(http://www.fsis.usda.gov/OPHS/haccp/seroty. htm, 1999).

Nos ultimos anos, vérias espécies patogénicas responsaveis por toxinfeccdes
alimentares estdo surgindo, como a Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni,
Escherichia coli 0O157:H7 e a S.E.. Estes agentes estdo associados a algumas
adaptacdes, como por exemplo a S.E. ganhou a capacidade de invadir ovarios de

galinhas e contaminar a membrana da gema no interior da ovo (ZEIDLER,19986).

Os sintomas das pessoas infectadas por S.E. e S.T. variam de acordo com a
dose infectante, o alimento envolvido, as condigdes do hospedeiro, sendo em geral os
seguintes: diarréia, vdmito, cdlicas intestinais e cefaléia sendo que em casos mais
graves, pode ocorrer septicemia levando ao 6bito. Os sintomas podem aparecer entre
12 - 36 h apds a ingestéo do alimento contaminado, podendo se estender até 5 - 72 h,
(BERGEY'S, 1984; ZIPRIN et alii, 1993; POPPE, 1996; FDA,/ CFSAN Bad Bug Book —
Salmonelia spp,1998).

A dose infectante capaz de produzir a doenga varia com a idade, condicées de
sanidade do hospedeiro e viruléncia das cepas, ndo existindo uma dose especifica.
Alguns trabalhos registram que a dose infectante pode ser de 15-20 células (FDA//
CFSAN Bad Bug Book — Salmonelia spp, http.//vm.cfsan fda.gov/~mow/chap1.html), outros

consideram 10° ou mais organismos, no entanto existem evidéncias de que 100-1.000
células podem causar doencas em criangas, idosos e pessoas imunodeprimidas
(POPPE, 1996).

No homem, a doenga ocorre na mucosa intestinal (epitélio do intestino delgado).

As salmonelas atravessam a camada epitelial, aderem as células do hospedeiro,



proliferando na lamina da prépria mucosa, produzindo inflamagoes gue irdo depender
da intensidade da proliferagdo bacteriana e da liberagdo de endotoxinas pela morte
celular, causando enterocolite e perda de fluido intestinal. Em criangas, idosos ou
pacientes imunodeprimidos, a doenga pode evoluir para um quadro mais grave, em que
a bactéria entra no sangue e provoca infecgdo em outros 6rgdos (FDA,/ CFSAN Bad
Bug Book — Salmonella spp; SILVA, 1999). Na maioria dos casos, ndo ha problemas
sérios, sem necessidade de internagdo e antibioticoterapia, a taxa de mortalidade é
baixa (em geral 0,4%) e ocorre, na maioria das vezes, com recém-nascidos ou idosos
(BARROW,1992; POPPE, 1996).

Nos alimentos, a temperatura para o desenvolvimento de salmonela, é entre 5 a
47°C, sendo a temperatura 6tima de 37°C; no geral sdo destruidas a 74°C, mas a
temperatura letal depende do tipo do alimento e de suas propriedades; o pH étimo para

seu crescimento esta entre 6,5 a 7,5, no entanto suporta entre 4,5 a 9,0 (SILVA, 1999).

A conservac&o de ovos refrigerados até o consumo, e a eliminacdo do preparo e
consumo de alimentos a base de ovos mal cozidos ou crus, € uma das formas de

reduzir a infecgdo por salmonelas nos humanos (POPPE, 1996).

No Brasil, apesar da dificuldade em se encontrar dados reais sobre intoxicacbes
alimentares, pois estas ndo exigem notificacdo compulséria, tem-se notado um
aumento na preocupacao da populag&o e autoridades de saude publica. LIRIO et alii,
(1998), entre janeiro de 1992 e dezembro de 1996 isolaram 140 cepas originadas de
alimentos em que 70%, o sorovar isolado era SE., 37% S. Agona; 2,9% S.
Brandenburg, 2,9% S. Hadar e 2,9% S. Anatum. Dos alimentos envolvidos, 77,1%
foram carcacas de frango "in natura" e 10% era linguica crua. Apenas 8,6% destes
alimentos foram provenientes de surtos alimentares. TAUNAY, et alii (1996),
demonstraram a prevaléncia do isolamento do sorovar S.T. nos periodos de1970 a
1976 no estado de S&o Paulo. IRINO, et alii (1996) em pesquisa realizada pelo Instituto
Adolfo Lutz em S@o Paulo, de 574 amostras analisadas (383 de natureza humana e
191 de fonte ndo humana) entre o periodo de 1975 — 1992, relataram que 68% das

amostras de S.E., pertenciam ao fagotipo PT-8 , mas no ano de 1993, 65% dos



isolados pertenciam ao fago PT-4. CARMO, et alii (1996), descreveram um surto em
que o alimento envolvido foi salada de batata e @ salmonela foi proveniente dos Ovos
utilizados para o preparo. LANGONI, et alii (1995) publicaram © isolamento de
salmonelas em ovos de galinha oferecidos para © consumo no comeércio de Botucatu
neste mesmo ano, ARAUJO, et alii (1995) relataram a ocorréncia de quatro surtos
alimentares por S.E. em um periodo de 6 meses na cidade de Sorocaba — SP, em que
o alimento envolvido continha produto a base de ovos. PICCOLO(1992), publicou um

surto de salmonelose e novamente O alimento incriminado foi a maionese.

A salmonelose € uma zoonose de importancia econdmica mundial, tanto para 0s
animais como para 0s humanos, causando prejuizo de bilhdes de dblares aos cofres do
governo. No Brasil, esta cifra € dificil de se precisar devido a falta de registros; ja no
Reino Unido estima-se um gasto de aproximadamente 25 milhées de délares por ano
com doengas humanas associadas as salmonelas (HASSAN & CURTISS, 1994,

MGILROY, 1998).

Segundo ZEIDLER (1996), estima-se que O Departamento de Agricultura dos

Estados Unidos, gastou 3.4 milhoes de dolares em programas para controle da S.E. na

industria avicola.

As aves constituem O principal reservatorio de salmonelas. Para a avicultura
além da questao da saude publica, s30 de grande importancia 0s sorovares S.
Gallinarum e S. Pullorum que s&o adaptadas as aves, € determinam a severidade da

doenga, como O tifo aviario e a pulorose respectivamente, € morte das aves

(BARROW, 1993: SILVA, 1995; POPPE, 1996).

ASE.eaST, responsaveis pelas infecgoes paratifoides, apresentam grande
tropismo pelas aves, sendo adaptadas as mesmas e quase sempre invasoras €
responsaveis pela colonizac&o do trato gastrintestinal (BARROW‘ 1994: SILVA, 1995;
MCILROY, 1997, BARROW , 1999)). Produzem infecgao de natureza subclinica nas
aves adultas, € guando em equilibrio no trato digestivo nao propiciam problemas de

produtividade no lote. Podem infectar © trato reprodutivo € sao capazes de transmissao
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vertical, transferindo assim através das aves adultas na fase de abate a bactéria para o

alimento, causando doenga no homem e nas aves (SILVA, 1992: NAVARRO, 1996:
POPPE, 1996;).

Nos pintos, ao contrario, quando infectados o quadro clinico & mortalidade
acentuada nas duas primeiras semanas, atraso no crescimento, sonoléncia, redugéo
de consumo de &gua, penas arrepiadas, letargia e aves agrupadas proximo a fonte de
calor sendo que os sobreviventes ndo apresentam bom desenvolvimento. Na necrépsia
pos-mortem, observam-se: pus no saco da gema, petéquias no figado, perihepatites,
pericardites e focos necréticos (POPPE,1996; NAVARRO, 19986).

Os produtos avicolas como ovos e carne de frango, estdo entre os principais
veiculos para a infecgdo por salmonela no homem (HINTON, et alii,1992; TIETJEN &
FUNG, 1995; POPPE, 1996 ). O consideravel aumento do nimero de casos deve-se ao
aumento do consumo de carne de frango, juntamente com a capacidade do agente em
atravessar a barreira transovariana, contaminando ovos e pintos assim como ao

aumento do numero de S.E. isoladas de frangos mais recentemente( BARROW, 1992).

Varios foram os autores que relataram o rapido aumento na incidéncia da S.E.
nos ultimos anos, principalmente nos produtos avicolas, refletindo um aumento nas
toxinfecgbes alimentares ( BARROW et alii, 1990; CORRIER, 1990 ;: GAST & BEARD,
1990; CORRIE et alii, 1991; GORHAM, 1991; STAVRIC,1992; BARROW, 1992; GAST
et alii 1992; COOPER, 1994; POPPE, 1996).

O aumento do nimero de casos de salmonelas, bem como as perdas
econdmicas relacionadas ao controle e tratamento de doengas nas aves estd
modificando o perfil da industria avicola, que esta redirecionando sua preocupacio
para com a qualidade dos alimentos e com a saude humana (BARROW, 1993). O que
€ mais preocupante € que além do numero de casos de salmonelose humana, ha um
aumento na gravidade da doenga, com cepas mais virulentas e aparecimento de
salmonelas resistentes a antibidticos (SILVA, 1999; BARROW, 1998).
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A salmonela ndo faz parte da microbiota das aves, mas coloniza o intestino de
frangos jovens e se mantém como uma infecgdo persistente em toda a criagdo
(STAVRIC, 1992; citado por Pivinick & Nurmi,1982). As aves, uma vez contaminadas,
excretam o agente, contaminando o ambiente e favorecendo a contaminacéo cruzada e
a transferéncia do agente para as carcagas por contaminagdo fecal durante o
processamento (GORHAM, 1991; NAVARRO, 1996; POPPE, 1996). A S.E. surgiu
COmO um NOVO sorovar, e apesar de suas caracteristicas invasivas (pois pode invadir
6rgéos internos, como bago, vesicula biliar, pancreas, foliculos ovarianos e o oviduto),
produz infecgdo de natureza subclinica nas aves adultas (NAVARRO, 1996; POPPE,
1996).

As vias de transmissao das salmonelas para as aves sdo caracterizadas como
horizontal efou vertical. A transmissdo vertical € um dos principais fatores na
epidemiologia das salmoneloses, ja que as aves sdo infectadas através da
contaminagao da casca do ovo via fezes, ou no seu interior através da infeccdo
transovariana. O mecanismo de infecgao transovariana colocou a S.E. como principal
patégeno zoondtico (MCILROY, 1996). A transmissao horizontal € realizada através de
fatores externos como:. presenca de roedores, ragao contaminada, contaminacao
cruzada, circulacdo de pessoas, contato com aves contaminadas e manejo animal
inadequado (BYRD, et alii, 1998).

Outros tipos de aves, como perus patos e gansos quando abatidos, sao
considerados via de trasnmissdo de salmonela para o homem, no entanto, nao
representam um problema significativo devido ao seu baixo consumo, pois a grande
maioria dos casos detectados de salmonela no homem estdo relacionados com
carcagas de frangos contaminadas (CORRIER, 1990; BARROW, 1992).

3.2.1. FATORES RESPONSAVEIS PELA COLONIZAGAO POR Salmonella spp NAS
AVES

A infeccao, permanéncia, eliminagdo e/ou redugdo das salmonelas nas aves

dependem de varios fatores, como: técnicas de manejo durante a criagao (COX et alii,
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1997), o sorovar (GAST & BEARD, 1992; ANDREATTI F°, 1997), dose infectante
(DAVIES & WRAY, 1995; HARGIS, 1995; POPPE, 1996), idade da ave (GORHAM, et
alii 1991, RAMBOUSEK, 1995; POPPE, 1996), estresse (RAMIREZ, 1997), via de
infeccdo (BARROW & LOVELL, 1991), linhagem das aves (BEAUMONT, 1996:
POPPE, 1996), microbiota competidora, sanidade da ave, presenca de coccidiose,
sobrevivéncia na passagem pela barreira gastrointestinal (as aves possuem barreiras a
instalag&o das salmonelas, como a acidez do ingltvio e do proventriculo, presenca de
enzimas digestivas e imunoglobulinas, formadas a partir de metabdlitos produzidos
pela microbiota normal) (BAILEY,1988; SILVA, 1995), efeitos de medicagdo (BARROW,
1998; BARROW et alii, 1998) e uso de aditivos na ragdo (HINTON,1992; BAILEY,
1993; BAILEY,1994; POPPE, 1996).

A racéo é a principal fonte de infecgdo por salmonela em frangos, portanto, a
ragéo livre destes contaminantes € uma importante medida no controle da
salmonelose. Nos paises europeus, o monitoramento da qualidade da matéria prima
animal € severo, obedecendo ao codigo de praticas para fabricacdo, estocagem,
transporte e monitoramento das ragdes, no entanto a S.E. ndo é o sorovar mais isolado
em matérias primas de origem animal. Em pesquisa realizada na Inglaterra em 1989,
5% das proteinas animais estavam contaminadas com salmonelas e destas apenas
10%, foram identificadas com S.E.. A eliminacéo e controle da S.E. é dificil devido a
falhas de desinfecc@o, presenca de roedores e insetos que exercem a fungdo de
carreadores produzindo a contaminagédo cruzada (HINTON et alii, 1990;
MCILROY,1996; MCILROY,1998).

Sabe-se que a manutengdo da granja assim como das ragdes livres de
Salmonella & imprescindivel para a sua redugdo na industria avicola (STAVIC &
D’AOUST, 1993). A presenga de alimentagdo com proteinas de origem animal,
ingredientes das ragdes contaminados, presenca de roedores, aves silvestres, agua
contaminada, circulagao de pessoas, material de cama de frango contaminado, s&o

alguns dos responsaveis pela disseminacdo da salmonela na avicultura sendo o
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controle destes de grande importancia (MCILROY, 1996; NAVARRO, 1996: MCILROY,
1998).

Segundo a pesquisa realizada por BERCHIERI et alii (1989), foram isolados 22
sorovares diferentes de salmonelas em uma granja, sendo que as vias de trasmiss&o
foram amostras de farinha de carne, racdo, fezes de roedores e cama de aves,
sugerindo que a farinha de carne é a fonte que introduz a salmonela na granja

disseminando-a para as aves.

O estresse ocasionado pela produgZo intensiva, a alta concentracio de aves em
determinada area, a retirada da ragdo antes do abate e o transporte tornam as aves
mais susceptiveis a contaminacgédo (BAILEY, 1988; COOPER, 1994).

A presenca da infecgdo subclinica por salmonelas, ndo identificada nos lotes
primérios de reprodutores na avicultura industrial é outro fator que merece especial
atenc@o, devendo o controle ser realizado através de monitoramento sorolégico,
bacteriologico e descarte de lotes contaminados (NAVARRO, 1996; POPPE 1996;
DAVIES, 1996). A deteccdo de pintos infectados com S.E. também facilita o controle
deste agente na avicultura (GAST & BEARD, 1990).

Ha uma estreita relagdo entre a infeccdo por salmonelas e a idade do
hospedeiro. Nos primeiros dias de vida, as aves sdo altamente susceptiveis a
colonizacdo por salmonela; este fato deve-se a auséncia de uma microbiota natural
formada, sendo que & medida que a idade do hospedeiro aumenta, esta
susceptibilidade é reduzida (BARROW, 1999). Este fato pode ser observado também
em relagcdo aos sinais clinicos da doenca nas aves adultas, fato este ndo detectado

nos pintos.

Quando adultas, as aves adquirem uma microbiota intestinal mais complexa, que
se infectadas excretam um menor nimero de bactérias, em um periodo menor. A S.E. e
a 8.T. em condicdes de estresse fisiolégico, podem produzir uma doenca sistémica e
aumento da excregao fecal (BARROW, 1999).
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No experimento, desenvolvido por GORHAM, et alii (1991) é facil verificar a
importancia da idade na colonizag&o intestinal, em que pintos de um, e sete dias de
idade, livres de patbgenos (aves SPF), infectados com S.E.: obteve - se 74% de
positividade para S.E. nos tecidos néo intestinais e 92% nos tecidos intestinais nos
pintos de uma dia, e 15% nos tecidos ndo intestinais e 38% nos tecidos intestinais nos
pintos de sete dias. Outro importante resultado foi demonstrado por POPPE (1996) em
que, com a inoculagéo de 100 ufc de salmonela, induziu infecgdo em 100% de pintos
com dois dias de idade, mas n&o houve recuperagéo do agente em aves adultas com 4

e 8 semanas.

GAST & BEARD, 1990, verificaram elevada colonizacdo por salmonelas em
varios 6rgdos do trato gastrintestinal de aves adultas, sendo o ceco o érgdo de maior
incidéncia; no entanto, as aves foram criadas a partir de pintos SPF, livres de
antibidtico e vacinas. Mesmo assim verificou-se a tendéncia de redugao do agente com
o tempo pos inoculagéo.

A colonizagdo de salmonelas nas aves é auto limitante, verificando que, a
medida em que aumenta o tempo apdés a inoculagdo a recuperagdo do agente é
gradativamente reduzida (HARGIS et alii, 1995; ANDREATTI F°, 1997).

HARGIS et alii, 1995, obtiveram os seguintes resultados com aves de 6 semanas
de idade: com a inoculacdo de 1x10°ufc de S.E., apds dois dias da inoculagdo foram
recuperados 30% do agente no ingluvio e 30% no ceco, e ap6s 7 dias da inoculagéo,
foram encontrados 3,4% no ingluvio e 0% no ceco. Quando utilizou o indéculo maior
contendo 1x10%ufc foram encontrados apds dois dias da inoculagao, 57% de amostras
positivas no ingluvio e 67% no ceco e apds sete dias da inoculagao foram encontrados

37% no ingluvio e $57% no ceco.

15



3.2.2. CONTROLE NA COLONIZAGAO DA Salmonella spp NAS AVES

O desenvolvimento de métodos para controlar a colonizacido de salmonelas no
trato gastrintestinal de frangos é prioridade na industria avicola e em satde publica
(ZIPRIN et alii, 1993).

S&o inumeros os trabalhos e programas existentes para o controle de
salmonelas nas granjas, mantendo-as livres durante todo o seu ciclo, tais como:
implementacao de boas praticas de manejo, limpeza e desinfecgdo de galpdes, compra
de frangos de linhagens resistentes, monitoramento de lotes livres da infec¢do por
salmonelas, controle de roedores, passaros e insetos. Outras medidas seriam:
prevencdao da contaminagdo da ragdo e descontaminagdo com o uso de ragdo
peletizada e/ou uso de aditivos, uso de sistema de agua fechado, uso de excluséo
competitiva imediatamente apds a eclosdo, uso de antibidticos, instalacdo de
programas de vigilancia bacteriolégica e sorologica, permitindo um diagnéstico precoce
da infecgd@o, podendo assim quebrar o ciclo vertical por meio de descarte do lote ou
seu controle (POPPE, 1996; NAVARRO, 1996).

A qualidade dos produtos avicolas segue as tendéncias do mercado mundial,
gue almeja produtos mais saudaveis e com menos riscos para o consumidor, livres de

patogenos e residuos quimicos (SILVA, 1999).

O uso de aditivos na ragdo ou na agua de bebida, como agucares e acidos
organicos, assim como a administracdo de uma microbiota protetora responsavel por
uma exclusdo competitiva na flora intestinal, s@o métodos que estdo sendo
exaustivamente estudados e discutidos afim de se obter uma forma natural e efetiva de
controle da colonizag@o, ou prevenir a recontaminagdo por salmonelas impedindo o
estabelecimento de infec¢do nas aves (CORRIER et alii, 1990(a); CORRIER et alii,
1990(b); McHAN et alii, 1991; McHAN & SHOTTS, 1992; STAVIC&D'AOUST, 1993;
COOPER, 1994; RAMBOUSEK,1995; SILVA, 1995; MCILROY, 1996; ANDREATTI F°,
1997; PALMU & CAMELIN, 1997; BARNHART, 1999).
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UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRALI
SECAO CIRCULANTEF

A administrag&o da microbiota intestinal de uma ave adulta em pintos de um dia
de idade aumenta a resisténcia dos mesmos as salmonelas, prevenindo e reduzindo
sua colonizagao (BAILEY, 1994; POPPE, 1996). Normalmente, animais jovens recebem
uma microbiota principal de seus pais, no entatndo na avicultura comercial isto nao
ocorre e o desenvolvimento de uma flora intestinal protetora € demorado tornando as
aves susceptiveis a infecbes por patogenos (SCHNEITZ, et alii 1992). BYRD, et alii
(1998), verificaram que o tratamento em pintos no momento da eclosdo com uma
cultura de bactérias de origem cecal previne a transferéncia horizontal da S.

Typhimurium pelo contato entre as aves.

A maioria dos trabalhos que tem como objetivo reduzir a colonizagéo por
salmonelas nas aves, utilizando agucares, acidos organicos e uma microbiota
protetora, s&o realizados em pintos que n&o possuem uma microbiota formada,
podendo se reinfectar até o momento do abate (CORRIER et alii, 1990(a); McHAN et
alii, 1991).

CORRIER, et alii (1990)(b), trabalhando experimentalmente com a colonizagdo
das aves até o pré — abate, tratando-as com lactose e cultura de bactérias anaerobias
desde um dia de idade, demonstraram que o resultado foi satisfatério quanto a reducao

da colonizag&o intestinal por salmonelas.

Na literatura € comum o uso de carboidratos como a lactose, manose,
arabinose, galactose, fructooligosacarideo no controle da colonizagdo das aves por
salmonelas, sendo administrados em diferentes concentragdes (HINTON et alii, 1990;
CORRIER et alii, 1991; DELOACH, 1995; OYARZABAL, 1996). O uso da lactose é o
mais difundido. Os resultados, assim como o principio de agdo sdo contraditérios no
que dizem respeito a sua efetividade contra a colonizagdo por salmonelas. Alguns
autores encontraram resultados favoraveis pelo uso da lactose no combate a
colonizac&o intestinal de salmonelas (CORRIER et alii, 1990, McHAN et alii, 1991)

enquanto outros pesquisadores nao encontraram bons resultados, quando este
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carboidrato € administrado isoladamente (CORRIER et alii, 1991; WALDROUP et alii,
1992; RAMBOUSEK,1995).

Segundo, HINTON et alii(1990), o uso de dextrose, maltose e sacarose como
fonte de aglcares ndo apresentaram resultados favoraveis na reducdo da colonizagéo
por salmonelas, pois os frangos apresentaram facilidade em metabolizar estes
carboidratos impossibilitando sua fermentagdo no ceco e respectivos efeitos benéficos

advindos destes tratamentos.

Por outro lado, estudos que utilizaram o tratamento conjunto de lactose e ma
cultura de bactérias anaerdbias pertencentes & microbiota cecal, obtiveram-se sempre
resultados satisfatérios, aumentando a agéo na redugéo e combate da coloniza¢&o por
salmonelas (CORRIER 1990; HINTON et alii, 1990; CORRIER et alii, 1991; ; ZIPRIN, et
alii, 1993; CORRIER et alii, 1993; CORRIER et alii, 1993; NISBET et alii 1994;
ANDREATTI F°, 1997).

Sabe-se que as aves ndo possuem a enzima lactase, portanto ndo sdo capazes

de hidrolisar a lactose, que n&o sera absorvida no intestino (HINTON et alii, 1990).

O mecanismo de acdo da lactose frente a colonizagdo por salmonelas ndo esta
totalmente elucidado. Existem diferentes possibilidades: uma preconiza que a lactose
poderia atuar como substrato para bactérias ndo patogénicas da flora natural do ceco,
estimulando seu crescimento e inibindo a adesao das bactérias patogénicas ao epitélio
intestinal (RAMBOSEK et alii, 1995), outra defende uma acdo bacteriostatica da
lactose devido a sua fermentacdo pelas bactérias da flora intestinal normal e
consequente formagao de acidos graxos volateis, como acido acético, acido propidnico
e acido butirico com redug¢do do pH intestinal o que controlaria a proliferagédo da
Salmonella spp (HINTON et alii, 1990; CORRIERa, 1990; CORRIERD, 1990; CORRIER
et alii, 1991; CORRIER et alii, 1993). Segundo McHAN, et alii, 1991, ocorreriam
interaces fisiologicas entre a superficie das bactérias da flora do trato intestinal e os
carboidratos podendo bloquear os sitios receptores da parede bacteriana e do epitélio

intestinal, reduzindo assim a capacidade de colonizagao por salmonela.

18



A inclus@o da lactose na dieta de frangos, produz um significativo aumento do
consumo de &gua, com produgdo de gas, propiciando um efeito de distensdo e
extensao da parede do ceco e diarréia pronunciada (WALDROUP et alii, 1992
TELLEZ, 1993, RAMBOUSEK, 1995). Esta poderia ser a causa da eliminacdo ou

reducdo da salmonela, pois a mesma seria excretada em conjunto com as fezes.

Outra possibilidade & que a adicdo de acidos organicos na racéo tais como
propidnico, formico, butirico, acético e latico ndo dissociados difundiriam no interior das
células bacterianas produzindo a diminuigdo do pH no interior destas e destruindo as
células de salmonelas o que influiria na sua colonizagéo a parede intestinal das aves
(HUME et alii, 1993).

McHAN & SHOTTS, 1992, verificaram que a dieta com acidos graxos de cadeia
curta (acidos formico e propidnico) na concentrac@o de 1%, propiciou efeito na adesao
da S.T. em pintos, reduzindo a colonizagdo. HUME et alii(1993), utilizaram &acido
propidnico na dieta de pintos e concluiram que apesar de se observar redugdo da
colonizagédo de S.T. esta foi ocasionada por uma bactéria competidora que estava

presente na microbiota intestinal.

BERCHIERI, Jr & BARROW, 1996, verificaram a eficiéncia de acidos organicos
presentes no produto comercial Bio Add™ (mistura de acidos formico e propidnico) sob
a colonizacdo de aves adultas inoculadas com S. Gallinarum. O tratamento foi
eficiente, reduzindo de 76% para 33% a colonizagao entre os grupos controle e
tratado. IBA & BERCHIERI, Jr, 1995, obtiveram resultados satisfatorios na redug@o de
diferentes sorovares de salmonela (S.E., S.T. e S. Agona), em aves tratadas com Bio
Add™: contudo a acdo sobre S. Infantis somente foi eficaz quando foi reduzida a dose

do agente infectante.
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3.3. A susceptibilidade de frangos no pré - abate a colonizagido por
salmonelas

A melhor maneira de se produzir frangos livres de salmonelas é evitando a
colonizac&o dos pintos e a exposicéo a estes agentes durante a criagdo até a idade de
abate (BAILEY, 1994). Para a saude publica, interessam frangos e seus produtos livres
de salmonela; sendo portanto necessario se controlar a criagdo animal, reduzindo a

contaminagao da carcaca.

Como se pode observar, a maioria dos trabalhos existentes sobre o controle da
colonizagao intestinal por salmonelas em aves, utilizam pintos de um dia de idade ou
aves criadas com finalidade experimental. (BARROW, 1991; GAST & BEARD, 1992;
DAVIES & WRAY, 1995, RAMBOUSEK, 1995; POPPE, 1996; BYRD et alli, 1998).
Durante a criacdo, as aves podem se reinfectar, devido a uma série de fatores ja
discutidos, sendo que o controle realizado em pintos ndo oferece a garantia de
auséncia ou numero reduzido de salmonelas nas aves adultas, criadas com finalidade
comercial. Para a saude publica, interessa aves criadas com esta finalidade e com
auséncia de salmonela e/ou numero reduzido deste agente antes de entrar no

processo de abate.

BERCHIERI et alii (1987), sugeriram, que as aves vivas introduzem salmonela
na planta de processamento. Esta conclusdo deve-se ao fato da presenca deste
agente ocorrer em toda a cadeia avicola, desde a ave viva; varios pontos da planta de
processamento, carcaca, incluindo subprodutos (penas, viceras), evidenciando ainda
gue as cepas isoladas durante o ciclo de produgdo apresentavam a mesma resisténcia

aos antibidticos utilizados no campo, para avicultura.

A alta incidéncia da salmonela no homem, no meio ambiente e nos setores
agricolas envolvendo produtos carneos, representa o maior desafio para o
melhoramento higiénico sanitario do manejo animal, processamento da carne € um

mercado com alimentos livres de contaminagéo (STAVIC & D’AOUST,1993).
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A possibilidade de se controlar a contaminagdo por salmonela antes do
processamento, podendo assim introduzir aves livces ou com numero reduzido de
salmonelas no abate, foi conseguido por institutos de pesquisas em trabalhos com
aves SPF, e em grandes empresas de linhagens genéticas: no entanto na pratica o
custo desta conduta é elevado para as granjas criadoras (BARROW, 1999).

Na area de processamento, tem sido concentrado uma série de esforcos para o
controle de salmonelas, no entanto este controle é dificil. O melhor grau de eliminagdo
de salmonela na industria deve - se a redugéo da contaminacdo cruzada com a entrada
de aves livres deste agente (BAILEY, 1993 ). Frangos expostos as altas doses de
salmonela, estabelecem a colonizagéo intestinal, com consequente aumento do grau
de excregdo durante o abate. Quando as aves chegam ao abatedouro, pode ocorrer
proliferagéo do microrganismo desde o inicio da linha de processamento até o produto
final (STAVIC & D’AOUST,1993).

A incidéncia das salmonelas nas carcacas de frangos estd aumentando de
acordo com os estagios de processamento e isto se deve a habilidade da salmonela
em fixar-se nos tecidos dos frangos. O ceco e o ingllvio sdo considerados fontes das
salmonelas nos processamentos das aves, isto porque na idade de abate € comum
constatar-se a presenca de salmonelas nestes 6rgaos (HARGIS, et alii, 1995). Nos
trabalhos realizados por ANDREATTI, F° (1997) e GAST & BEARD (1992) o ceco foi 0
orgdo com maior intensidade de colonizagdo do trato gastrintestinal das aves. O fato
da contaminagao por salmonelas exceder a 35% no processamento de produtos
derivados de frango, € raz&o pela qual érgéos governamentais, institutos de pesquisa
juntamente com responsaveis pela saude publica desenvolverem medidas de controle
da colonizagdo intestinal das aves, uma vez que a grande ameaga para a saude
publica ocorre quando a ave contaminada entra no abatedouro, disseminando assim
salmonelas durante o processamento (CORRIER, 1990(a); CORRIER, 1990 (b);
CORRIER et alii, 1993; NAVARRO, 1996).
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De acordo com pesquisa realizada em S&o Paulo, de um total de 140 cepas de
salmonelas isoladas no periodo entre janeiro de 92 a dezembro de 96, 70,6% eram

provenientes de carcagas de frango “in natura” (LIRIO et alii, 1998).

LILLARD, (1990), verificou, em pesquisa realizada pelo servico de inspegao dos
EUA, que 5% das aves que chegam ao abatedouro estavam contaminadas com
salmonelas e 36% das carcagas que saiam para o consumo também estavam

contaminadas.

O jejum hidrico e alimentar € uma pratica comum na industria avicola, e
antecede o ftransporte da ave até o abatedouro, tem por objetivo reduzir a

contaminacéo das carcagas pelo conteudo do trato gastrintestinal.

BARNHART, et alii (1999) estudaram o estresse sofrido pelo jejum hidrico e
alimentar e obtiveram os seguintes resultados: aves submetidas ao jejum, inoculadas
com 10° ufc de salmonela tiveram no ingldvio um indice de 88%, 100% e 80% de
positividade para a recuperagéo da salmonela contra 12%, 15% e 15% nas aves que
n&o sofreram jejum. Ja nos cecos, apesar da diferenga entre os grupos estressados e
n3o estressados serem menor as aves com jejum tiveram 44%, 75% e 75% de
positividade para a recuperagdo de salmonelas contra 44%, 35%, 35% do grupo de

aves que nao sofreram jejum.

OYARZABAL, (1996); em seu experimento, verificou a colonizagéo de frangos
criados experimentalmente e inoculados com S.T. Nal®; na sexta semana de idade, as
aves foram tratadas com uma mistura de bactérias e frutoligosacarideo em grupos
separados e submetidos a seis horas de jejum hidrico. Os resultados demonstraram

que o jejum hidrico ndo intensificou a colonizagé&o da salmonela no ceco.

CORRIER, et alii 1995: utilizando poedeiras com 60 semanas, analisaram o
estresse por jejum hidrico e a agdo da lactose no controle da colonizagdo intestinal e

sistémica por salmonelas, apesar da intensa colonizagdo nos 6rgaos examinados a
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lactose mostrou-se eficiente no tratamento da colonizagao intestinal por salmonela nas
aves.

O jejum alimentar produz uma diminuigdo do &cido latico presente no ingluvio e
em consequéncia, ha um aumento do pH, facilitando a colonizago por salmonela,
tornando-o uma das principais vias de eliminacdo de salmonela durante a evisceracao
no abatedouro (CORRIER, et alii, 1999).

No experimento realizado por RAMIREZ (1996), verificou-se a alta incidéncia de
salmonelas no ingluvio e ceco e pela ruptura durante o processo de evisceracio, havia
a consequente contaminacdo da carcaca de frango. O experimento foi realizado com
frangos de 6 semanas de idade em 4 experimentos distintos com dose infectante de
1X10° ufc de S.E., via oral. Apos 5 dias foi analisada a colonizagdo do inglivio e do
ceco. Em paralelo, metade das aves foram separadas e submetidas a jejum alimentar
de 18h. A recuperag&o de salmonela no inglavio e ceco foi significativa em todas as

aves, sendo que nas submetidas a jejum ela foi maior.

BARNHART, et alii (1999), ndo encontraram bons resultados em relacédo a
reducdo da colonizagé&o por salmonelas, pela utilizagdo de lactose juntamente com o
jejum nutricional antes do abate; no entanto foi facil verificar a alta incidéncia deste

patégeno colonizando o ceco e inglavio.

O estresse sofrido no periodo antes do abate, pode provocar uma doenca
sistémica (BARROW, 1999), que resultaria na translocagio da bactéria do intestino
para outros Orgéos, o que poderia todavia na dependéncia do 6rgdo, por exemplo,
figado, bago contaminar o ambiente do abatedouro e diminuir sua eliminagdo durante o

processamento industrial.

A contaminacdo das penas e a saida das fezes durante o processamento, sdo
consideradas outras importantes vias de contaminacdo dos equipamentos usados na
manipulagdo dos sub-produtos da carne das aves (CORRIER, 1990; HARGIS 1995).

Finalizando, em n&o conseguindo dificultar, reduzir ou controlar a contaminacéo de
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aves por salmonelas até o abate, no processamento estas s&o transferidas ao alimento
contaminando-o (COOPER, 1994). Os equipamentos utilizados na manipulacdo dos
sub-produtos acabam por manter as salmonelas na planta de abate fornecendo a

populagéo alimento de ma qualidade higiénica com sério reflexo na saude publica.
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4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados em duas etapas distintas. A primeira, constou
da inoculagéo e contagem de bactérias vidveis nas aves, sendo as mesmas alojadas
na Faculdade de Engenharia Agricola (FEAGRI - UNICAMP), e com as analises sendo
realizadas no Laboratério de Higiene e Legislagdo da Faculdade de Engenharia de
Alimentos, do Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA/ FEA - UNICAMP). A
segunda etapa constou do estudo da cinética do transito das salmonelas no trato

gastrointestinal das aves, sendo realizada na empresa TECH - LAB Analises.

4.1. Aves experimentais utilizadas

Foram utilizados frangos fémeas de corte, de criacdo comercial, € de mesma
procedéncia. Estes, em média, foram criados até 35 dias de idade pela empresa
integradora, quando foram cedidos para o experimento. Foram utilizados pintos

machos de postura, com um dia de idade, em apenas um dos experimentos.

As aves com 35 dias foram alojadas individualmente em gaiolas de 40 cm de
largura por 50 cm de altura, instaladas em trés pequenos galpdes de alvenaria com

altura de 1,64 metros e uma area de 4,2m°.

No recebimento, as aves eram pesadas, e aleatoriamente identificadas com
placas de aluminio numeradas e fixadas no metatarso. A negatividade para salmonela
foi conferida através de cultivo do suabe de cloaca feito no recebimento das aves.
Estes suabes eram inoculados em caldo tetrationato’, e incubados a 43°C por 24h.
Apbs semeadura em em agar verde brilhante’ (BGA), as colénias suspeitas eram

posteriormente inoculadas em &gar triplice actcar ferro (TSI)®, agar lisina ferro (LIA)* e




,. 5§ s :
caldo ureia” , comprovando-se a auséncia de salmonelas com base nos resultados

bioquimicos preliminares observados.

Os pintos com um dia de idade foram alojados em uma area isolada do
laboratério de Higiene e Legislagao (DTA/ FEA/ UNICAMP), aquecidos com luz elétrica
e divididos em dois grupos separados em caixas de papeldo, sendo um grupo

inoculado com salmonela e o outro nao inoculado.

As aves para o experimento da cinética do transito da salmonela no ftrato
gastrointestinal eram recebidas 24h antes do inicio do experimento e alojadas

individualmente em gaiolas, instaladas em uma sala isolada na Tech - Lab Analises.

As aves foram tratadas ad libitum com ragédo sem adigdo de antibidticos,

fornecida pela empresa doadora das aves.
4.2. Culturas de salmonelas

Foram utilizados os sorovares, S.E. e S.T., isolados de aves, pertencentes a

colecéo de cultura do Laboratério de Higiene e Legislacéo (DTA/ FEA - UNICAMP).

4.2.1. Desenvolvimento de cepas mutantes resistentes ao acido nalidixico e a

novobiocina

Para facilitar a recuperacdo das bactérias inoculadas, foram utilizadas cepas
resistentes a acido nalidixico(Nal)® e novobiocina(Nob)’ em concentragdes pré

determinadas.

As mutantes de S.E. resistentes a acido nalidixico (100ug/ml) efou acido
nalidixico (100ug/ml) e novobiocina (100ug/ml), e S.T. resistentes ao acido nalidixico
(100pg/ml) foram desenvolvidas segundo WEINACK et. alii, 1982 de acordo com o
protocolo utilizado por AFONSO, 1994.

"BBL
*Wintomillon

7 Sigma
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Este processo seguiu os seguintes procedimentos basicos:
a)Repique da cepa ndo mutante em agar nutriente.
b)Repique em caldo de soja triptona (TSB)®, para enriquecimento.

c)Repiques diarios em caldos (TSB) com Nal e ou Nal e Nob nas concentragdes de 25,
50, 75 e 100ug/ml sucessivamente.

d)Na primeira evidéncia de crescimento bacteriano no caldo com base na presenga de
turbidez, com a concentracdo de 100ug/ml de antibiético, centrifugou-se a cultura a
5.000 rpm por 10 minutos.

e)Dispensou-se o sobrenadante e ao sedimento adicionou-se novo caldo TSB com
100pg/mL de Nal e ou Nal e Nob. Este procedimento foi repetido sucessivas vezes, até
0 momento em que as salmonelas aparecessem facilmente, indicando que se tornaram

resistentes aos antibiodticos.

A cepa foi confirmada como resistente aos antibiéticos através de repiques em
caldo de soja triptona (TSB) adicionados e ndo de antibidticos, seguido de
plagueamento do caldo TSB sem o antibiético, em &agar Hektoen Enteric® sem
antibiético, e do TSB com antibiético em Agar Hektoen Enteric adicionados e ndo de
antibiético, mostrando nas placas a mesma contagem de unidades formadoras de

colodnias por ml (ufc/ml) de salmonela.

As culturas assim obtidas foram mantidas em varios tubos estéreis em agar

nutriente adicionado do respectivo antibiético e mantidas em geladeira entre 2 a 8°C

Durante todos os processos os meios de cultivo foram incubados a 37°C por 24

horas em estufa tipo BOD'°.

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
= QECAO CIRCULANTF

'®BOD modelo 347 CD - FANEM
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4.2.2. Inoculagao das aves

Cada uma das aves, em estudo foi inoculada com 1 ml de suspensa@o bacteriana

com auxilio de peipeta graduada, depositada diretamente no ingluvio das aves.

4.2.2.1. Inéculo e enumeragao

A suspensao bacteriana foi preparada com cepas mutantes cultivadas em agar
nutriente seguido de repique em caldo de soja triptona (TSB), ambos adicionados do

antibiodtico especifico para cada cepa mutante e incubados a 37°C por 24h.

Em cada inéculo, utilizou-se uma determinada concentracdo bacteriana, a qual
foi determinada através de diluicdes decimais em agua peptonada ou agua peptonada
tamponada 0,1% (BPW), seguido de contagem por plaqueamento em superficie de

agar verde brilhante (BGA) com antibiético, e incubagéo a 37°C por 24h.
4.3. Experimentos:

Para a observacgéo do efeito da lactose na colonizagéo do intestino das aves por
salmonelas foram utilizados vérios experimentos com varidveis tais como: tipo de
cepas, concentragdo de microrganismos nos indculos, cepa resistente a Nal e/ou Nob,
enriquecimento de cecos em &agua tamponada peptonada (BPW) 0,1%, diferentes
meios seletivos, tratamento das aves com antibidtico e desafio em pintos com um dia
de idade.
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Tabela 01 - Experimentos realizados para a determinagdo da colonizagao
intestinal de aves inoculadas experimentalmente com cepas mutantes de S.E.
respectivamente resistente ao acido nalidixico (Nal®) e acido nalidixico e

novobiocina (Nal/ Nob®).

Experimentos Inéculo Mutante Agar Outras variagoes
(S.E. — ufc/mil) utilizada seletivo*
10 4,7x10° ufc/mi S.E. - Nal® MC Frangos de 35 dias
2° 2,1x10° ufc/ml S.E. - Nal® MC Frangos de 35 dias
3° 1,0x10° ufc/ml  S.E. - Nal/Nob®  MC Frangos de 35 dias
4° 1,3x10° ufc/ml  S.E. - Nal/Nob®  HE Frangos de 35 dias
5° 1,4x10° ufc/iml  S.E. - Nal/Nob®  HE Frangos de 35 dias
6° 4,1x10° ufc/ml S.E. — Nal® HE Frangos de 35 dias
7° 3,3x10” ufc/ml S.E. - Na® HE Frangos de 35 dias e
enriquecimento do ceco
em BPW
8° 5,5x10° ufc/ml S.E. - Nal® HE Pintos com um dia
9° 2,2x10° ufc/ml S.E. - Nal® HE Frangos de 35 dias com

microbiota destruida por
antibioticos

* MC= Agar Mac Conkey; HE = Agar Hektoen Enteric
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4.3.1. Reducdao da colonizagao intestinal e excrecao fecal de frangos
experimentalmente inoculados com S.E. e tratados com soro de leite desidratado

na concentragao de 5% de lactose.

Para a realizagdo deste experimento, 0S frangos com 35 dias de idade foram

divididos em trés grupos :
a) Controle negativo, nao inoculado com salmonela.
b) Controle positivo inoculado com salmonela.

c) Inoculado com salmonela e tratado com lactose via racdo. A lactose foi obtida

do soro de leite desidratado.

Apesar dos grupos estarem alojados em galpdes separados, O grupo controle
negativo foi mantido isolado dos demais, para prevengéo de contaminagéo cruzada.
Durante o tratamento das aves, a higienizacéo dos galpdes e colheita das amostras, 0S
procedimentos abedeciam a seguinte ordem: primeiro tratava-se o controle negativo,

depois 0 grupo inoculado e finalmente 0O inoculado e tratado, respectivamente.

Em intervalos de 24, 72 e 96 horas, apos a administracdo do inéculo, foram

coletadas amostras de suabe de cloaca e fezes para a realizag@o das analises.

Apés o periodo de 96 horas, as aves foram pesadas, sacrificadas e

necropsiadas para a coleta dos cecos.
A) Suabe da cloaca

Os suabes foram confeccionados com algodao na ponta de um palito de madeira

e esterilizados a 121°C por 15 minutos.

Os suabes de cloaca foram feitos individualmente em cada ave e, em seguida,
cultivados em caldo TSB adicionado de antibiético. Na presenca de crescimento

bacteriano, fez-se a semeadura em agar seletivo acrescido do antibiético para
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isolamento e identificagdo das cepas. 0 antibiético em questéo variou de acordo com a

mutante utilizado.
B) Exame das fezes

As aves defecavam sobre pranchas de aluminio, colocadas sob as gaiolas no
periodo matutino do dia anterior a cada coleta. As fezes eram coletadas na manha
seguinte, com pas de madeira estéril e colocadas em COpos de plastico com tampa com
rosca, proprios para coleta de fezes, sendo estas encaminhadas imediatamente ao

laboratério para o processamento individual.

A andlise seguia o seguinte procedimento: pesava-sé 10g de fezes, seguido da
adicdo em 90ml de BPW a 0,1%, seguindo-se de diluigdes decimais até 10° e

plaqueamento em agar seletivo adicionado do antibiético da cepa mutante em questao.
C) Andlise do ceco

Apos o sacrificio, por deslocamento cervical, as aves foram necropsiadas € 0S
cecos extraidos com o auxilio de tesoura € pinga estéril. Com um palito de madeira
estéril o excesso do material fecal era retirado possibilitando passagem do suabe sobre
a membrana interna dos cecos, previamente abertos. Os suabes eram semeados por
esgotamento na superficie do agar seletivo adicionado de antibiético seguido de

incubacao a 37° C por 24h.

A intensidade do crescimento bacteriano nas placas de Petri foi avaliada
seguindo os critérios: crescimento de 1 a 10 ufc, critério “1”; de 11 a 50 ufc, critério i
de 51 a 100 ufc, critério “3’; e acima de 100 ufc, critério “4” (ANDREATTI F° 1989 e
WEINACK et alii, 1981).

Em um dos experimentos, apés o plaqueamento direto dos cecos, fez-se O
enriquecimento  destes. Os cecos foram homogeneizados em um triturador

mecanico''com BPW por dois minutos, e incubados a 37°C por 24h. Um ml do caldo

UTriturador mecanico Stomacker - Lab. Blender 400
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enriquecido foi transferido para 10ml de caldo tetrationato e incubado a 43°C por 24h,

seguido de semeadura em agar Hektoen Enteric Nal®.
D) Confirmagéo da salmonela recuperada

As coldnias caracteristicas de salmonela recuperadas no agar seletivo eram
inoculadas nos meios TSI™ e LIA™ incubadas a 37°C por 24h e caldo uréia™, a 37°C
por 6h, confirmando presuntivamente, através de suas caracteristicas biogquimicas, as
coldnias suspeitas de salmonelas. Este procedimento foi adotado em todas as etapas

do experimento para a confirmagéo da colbnia caracteristica recuperada.

4.3.1.1. Colonizagao intestinal de frangos experimentalmente inoculados com
4,7X10° ufc de S.E. e tratados com lactose

Foram utilizadas nove aves com trinta e cinco dias de idade; estas foram
pesadas, identificadas e separadas em trés grupos: controle negativo, positivo e grupo

tratado com lactose.

Para o preparo do inoculo, as salmonelas foram semeadas em agua peptonada
0,1%, e pela contagem de células vidveis padronizou-se a concentracao para 4,7X1 0°
ufc/ml.

No grupo tratado, adicionou-se O concentrado protéico de soro a ragao, na
quantidade correspondente a uma concentracéo de 5% de lactose. Este valor foi
possivel devido a testes prévios que constataram que 0 concentrado protéico do soro

apresentava 59,92% de lactose.

As aves foram amostradas, por suabe cloacal e as fezes foram submetidas a
contagem de células viaveis representada pelo nimero de ufc/grama de fezes

conforme a metodologia descrita. A pesagem final, necropsia e colheita dos cecos nao

Z0xoid
Boxoid
“BBL
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foram realizadas por se tratar de um pré-teste e estas etapas nao estivessem ainda
definidas.

4.3.1.2. Colonizagao intestinal de frangos experimentalmente inoculados com
2,1X10° ufc de S.E..

Utilizando um inéculo de 2,1x10° ufc/ml preparado em agua peptonada a 0,1%,
fez-se a inoculagdo em 14 aves das 21 utilizadas no experimento. As aves com 35 dias
de idade foram separadas em trés grupos a saber: controle positivo (inoculado), grupo
tratado e inoculado e controle negativo.

O grupo tratado recebeu a ragdo adicionada de 5% de lactose conforme

utilizado no experimento anterior.

As amostras foram coletadas conforme descrito e encaminhadas para o
laboratodrio. Apds o enriquecimento do suabe cloacal em TSB, diluicdo das fezes em
agua peptonada 0,1%, suabe direto dos cecos, as amostras foram inoculadas em agar

seletivo Mac Conkey.

4.3.1.3. Colonizagédo intestinal de frangos experimentaimente inoculados com
1,0X10° ufc de S.E..

Vinte e uma aves de 35 dias de idade foram, pesadas, confirmadas nao
portadoras de salmonelas através do suabe cloacal em caldo Tetrationato e alojadas
em trés grupos, como nos experimentos anteriores. Foi utilizada uma cepa mutante
resistente a 100ug de acido nalidixico e 100ug de novobiocina por ml em uma
concentracdo de 1,0x10° ufc/ml preparada em agua peptonada 0,1%, e administrada

nos grupos controle positivo e tratado com lactose a 5%.

As amostras foram coletadas e processadas conforme descrito. O tempo de
leitura foi de 24 e 48 horas apés a incubagéo e o meio sélido seletivo utilizado foi o

agar Mac Conkey.

As aves ndo foram sacrificadas, portanto ndo houve analise de cecos.
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4.3.1.4. Colonizagdo intestinal de frangos experimentalmente inoculados com
1,3X10° ufc de S.E..

Utilizaram-se as aves do experimento anterior, que foram novamente pesadas. O
cultivo do suabe cloacal em caldo tetrationato para constatar aves portadoras de
salmonelas nao foi realizado assim como a identificagéo das aves ja que o mesmo ja
havia sido realizado no experimento anterior (4.3.1.3). Administrou-se novo inéculo de
S.E. Nal/Nob® na concentragdo de 1,3x10° ufc/ml utilizando como diluente a agua
peptonada 0,1%.

As amostras foram coletadas e encaminhadas ao laboratério conforme ja
descrito. Na analise o agar seletivo Hektoen Enteric foi utilizado em substituicdo ao
agar Mac Conkey, uma vez que este meio € mais indicado para isolamento de

Salmonella sp, sendo as leituras realizadas em 24 e 48 horas apos a incubagéo.

4.3.1.5. Colonizagao intestinal de frangos experimentalmente inoculados com
1,1X10° ufc de S.E..

Vinte e uma aves com 35 dias de idade foram recebidas, pesadas, identificadas
e cultivadas por suabe cloacal em caldo tetrationato. Quatorze foram inoculadas com
uma suspensao de 1,1x10° ufc/ml da cepa mutante S.E. Nal/Nob" em &gua tamponada

peptonada, sendo sete destas foram tratadas com lactose a 5% na ragéo.

O inéculo foi preparado, e imediatamente administrado as aves. As amostras
foram coletadas e enviadas para o laboratério para analise, conforme os experimentos
anteriores. O meio sdlido seletivo utilizado foi o agar Hektoen Enteric com leitura 24

horas ap6s a incubagao.

4.3.1.6. Colonizagao intestinal de frangos experimentalmente inoculados com
4,1X10° ufc de S.E..

As aves foram, pesadas, identificadas e submetidas ao cultivo do material da

cloaca coletado com suabe e semeado em caldo Tetrationato. Utilizaram-se aves com
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35 dias de idade e neste caso o numero de aves por lote foi reduzido para seis, sendo
estas divididas em trés grupos.

Um indculo de 4.1X10° ufc/ml de S.E. Nal® preparado em &gua peptonada
tamponada foi administrado as aves do grupo controle positivo e tratado com ragao e
lactose a 5%. As amostras foram coletadas e enviadas ao laboratério para exame,
utilizando-se agar Hektoen Enteric como meio sélido seletivo e leitura 24 horas apos a

incubacao.

4.3.1.7. Colonizacdo intestinal de frangos experimentalmente inoculados com 3,3
X 107 ufc de S.E..

Utilizaram-se também seis aves com 35 dias de idade, ©O0s mesmos
procedimentos foram mantidos, exceto que apds o plaqueamento direto dos cecos,
estes foram incubados a 37°C por 24 h em sacos estéreis em triturador do tipo
“stomacker’ com 225 ml de BPW, ap6s serem homogeneizados por um minuto. ApGs 0
pré-enriquecimento estes foram semeados em caldo Tetrationato e incubados a 43°C
por 24 h. O caldo pré-enriquecido foi semeado para confirmagéo bioguimica em agar
Hektoen Enteric e as coldnias com caracteristicas de salmonelas foram semeadas em
TSI, LIA e Uréia.

4.3.2. Infecgdo experimental de pintos inoculados oralmente com 5,5x10° ufc de
S.E.

O inéculo, a concentragao desejada, e sua confirmagdo seguiram os modelos
anteriores. Foi inoculado 0,1 ml de uma solucdo contendo 5,5x1 0° ufc/ml de S.E. Nal®
em quatro pintos. Outros trés pintos nao foram inoculados, ficando como controle

negativo.

Apods quatro dias, os pintos foram sacrificados com deslocamento cervical sendo
o seu ceco extraido e analisado por plagueamento direto segundo a metodologia ja

descrita.
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4.3.3. Colonizagdo intestinal de frangos experimentalmente inoculados com

2,2X10° ufc de S.E. ap6s tratamento com antibiético.

As aves foram submetidas ao tratamento com o antibiético flumequina, de nome
comercial IMEQUILR™. A solucdo do medicamento foi administrada junto a agua de
bebida na concentracdo indicada pelo fabricante (0,5mlllitro de &agua). As aves
sofreram tratamento durante trés dias, e apoés um intervalo de trés dias receberam a
inoculacdo de um ml de suspensé&o bacteriana de S.E. Nal® com uma concentragéo de
aproximadamente 2,2X1 0° ufc/ml. Os demais procedimentos foram realizados conforme

descrito anteriormente.

Flumequina - Rhodia Merrieux
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4.3.4. Cinética do transito da S.E. e S.T. ap6s inoculagao experimental via oral em

aves com 35 dias de idade.

As aves com 35 dias de idade, a forma de inoculagéo e de identificagéo foram
mantidas. As mudangas na metodologia deveram-se a alteragdo do enfoque da

pesquisa.

As aves eram recebidas e alojadas individualmente em gaiolas. Estas eram

separadas em dois grupos, sendo um submetido ao estresse € o outro nao.

O estresse foi simulado pela abstinéncia de agua e ragéo, 24h antes da

administrag@o do indculo.

A suspensdo bacteriana conservou-se em todos os experimentos na
concentragao de 10® ufe/ml inoculados na ave por via oral. Apos a administrac@o, as
aves foram sacrificadas e necropsiadas em tempos de 30 min., 1h, 2hs, 4hs, 8hs, 24hs,
48hs e 72hs.

Coletaram-se amostras por suabe da mucosa gastrointestinal do ingluvio,
proventriculo, duodeno, ceco e reto. Os suabes foram semeados em agar Hektoen
Enteric Nal® incubado a 37°C por 24h, conforme metodologia ja descrita (ANDREATTI
F° 1989 e WEINACK et alii, 1981).

A esta altura de nossa metodologia é importante estabelecermos quais foram os
critérios utilizados para identificar o que designou-se de infecgdo sistémica. Em outras
palavras genericamente, se entende por infecgdo sistémica a translocacéo do agente
infeccioso de um tecido ou 6rgéo para através da corrente sanguinea, 0 mesmo

alcancar outros 6rgaos.

Assim sendo no presente trabalho na impossibilidade de examinar varios 6rgaos
optou-se por fazer a detecgéo da Salmonella spp no sangue e no figado. E toda a vez
que esta bactéria era encontrada neste 6rgaos definimos como estabelecida a infecgao

sistémica. Caso contrério, quando a salmonela nao era detectada designava-se como
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nao tendo ocorrido a infecgdo sistémica por salmonela tomando por base os métodos

por nos utilizados.

O sangue coletado com seringa e agulha estéril em um volume de 2,0ml foi
adicionado em 10ml de caldo TSB, incubado a 37°C por 24h.

A amostragem do figado foi realizada por incisdo do 6rgé@o com suabe e coleta
da parte interna do 6rgéo, sendo o suabe inoculado em 10ml de caldo TSB e incubado
a 37°C por 24h.

Amostras de sangue e figado, apdés o enriquecimento em TSB, foram
plaqueadas em Agar Hektoen Enteric, verificando-se a presenca ou auséncia de
crescimento de coldnias assemelhando-se as de salmonela, procedendo a confirmacéo
através da inoculacdo em agar TSI e LIA incubados a 37°C por 24h e em caldo uréia,
incubado a 37°C por 6h.
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Tabela 02. - Experimentos realizados para o estudo do transito gastrintestinal da

S.E. Na® e S.T. Na® em aves com 35 dias de idade experimentalmente inoculadas

e submetidas ou nao ao estresse.

Experimentos  Inéculo  Mutante Agar

(ufc/ml)  Utilizada** Seletivo*

Outras variaveis

10 4,9x10° S.E.-Na" HE
2° 3,1x10° S.E.-Na" HE
3° 4,5x10°  S.E.-Na" HE
4° 58x10° S.T.-Na® HE

Transito gastrintestinal da S.E.

em 8 horas apés a inoculagdo

Transito gastrintestinal da S.E.
8 horas ap6s a inoculagao

Transito gastrintestinal da S.E.
até 72 h ap6s a inoculagao em
aves

Transito gastrintestinal da S.T.
até 72h apés a inoculagao em

aves.

* HE = Agar Hektoen Enteric
~ g E = S. Enteritidis, S.T.= S. Typhimurium
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4.3.4.1. A colonizag3o e o transito gastrintestinal de S.E. Na® em aves com 35 dias

de idade e a interferéncia do estresse sobre a colonizagao

Utilizando-se nove aves e inoculo na concentracao de 4.9 x 10° ufc/ml, fez-se a
inoculacéo conforme a metodologia descrita. As aves foram sacrificadas, duas de cada
vez, nos tempos de 30 min, 1h, 2hs e 4hs e apés 8hs da inoculagéo sendo que neste

Gltimo utilizou-se apenas uma ave.

Primeiro coletava-se o sangue das aves ainda vivas por puncao cardiaca, sendo
este inoculado em caldo TSB com Nal; em seguida, por deslocamento cervical, as aves
eram sacrificadas, necropsiadas e coletavam-se amostras da mucosa gastrintestinal,
inglavio, proventriculo, duodeno, ceco € reto respectivamente, e semeadas em agar
Hektoen Enteric com Nal. A amostragem do sangue era realizada conforme j& descrito,
com cultivo em caldo TSB com Nal. O estresse foi simulado através do jejum hidrico e

alimentar por 12 horas antes do abate.

4.3.4.2. A colonizacado e o transito gastrintestinal de S.E. Nal® em aves com 35

dias de idade e a interferéncia do estresse sobre a colonizagao.

O experimento acima foi repetido com dez aves de 35 dias de idade, € um
inéculo de 3,1x10° ufc/ml; as aves foram sacrificadas nos mesmos intervalos descritos
no experimento anterior. Oito horas apos a inoculagéo analisaram-se duas aves. O
estresse foi simulado através do jejum hidrico e alimentar por 12 horas antes do abate.
Os meios de cultivo foram 08 mesmos utilizados no experimento anterior, assim como o

tempo e a temperatura de incubacao.

4.3.4.3. A colonizagao e o transito gastrintestinal de S.E. Nal® em aves com 35

dias de idade e a interferéncia do estresse sobre a colonizagao.

Utilizando um total de 24 aves com a mesma procedéncia e idade dos

experimentos anteriores e uma concentragdo do inéculo de 4,5x1 0® ufc/ml fez-se um
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novo experimento utilizando um grupo de aves que nao sofreram o estresse outro

que foram submetidos a ele.

As aves foram recebidas e divididas em dois grupos; no momento da chegada o
grupo n&o estressado foi tratado com ragéo e agua, enquanto que o grupo estressado

foi alojado nas gaiolas e ndo recebeu agua e ragao até a administragdo do indculo.

Duas aves de cada grupo, eram sacrificadas e analisadas, nos tempos de 1h,
2hs, 4hs, 8hs, 24hs e 72hs apds a inoculagdo. A metodologia de andlise seguiu as ja

citadas nos experimentos anteriores.

4.3.4.4. A colonizagao e o transito gastrointestinal de S.T. Nal® em aves com 35

dias de idade e a interferéncia do estresse sobre a colonizagao.

A cepa mutante de S.T. em um indculo de concentracdo 5,8x1 0® ufc/ml, foi
administrado em 24 aves divididas em dois grupos, um submetido ao estresse devido a

abstinéncia de agua e rag&o e o outro nas aves nao estressadas.

Nos tempos de 1h, 2hs, 4hs, 8hs, 24hs e 72hs, apds administracdo da
suspens&o bacteriana, as aves foram sacrificadas, na ordem de duas de cada grupo e

analisadas através da mesma metodologia j& descrita anteriormente.
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UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAI

5. RESULTA . i
ESULTADOS E DISCUSSAO SECAO CIRCULANTF

Salmonella enterica e seus sorovares estdo entre as principais causas de
infeccdo humana de origem alimentar em todo o mundo. Nos ultimos 20 anos, 0
aumento da incidéncia da salmonelose humana € evidente. A partir dos anos 80, a
participagdo de S.E. em surtos, aumentou drasticamente em todo o mundo,
predominando sobre a S.T. que era o sorovar mais comum (CORRIER et alii 1990;
STAVIC& D’AOUST, 1993; TIETJEN & FUNG, 1995. NAVARRO, 1996; ZEIDLER,
1996: MACILROY, 1997; SILVA, 1999; BARROW, 1999).

Os sorovares S.E. e S.T. sdo 0s principais responsaveis pelas infecgdes
paratiftides das aves. A patogenicidade destas bactérias € mediada pela sua
capacidade de colonizagdo intestinal e de causar infeccé@o sistémica. As aves, quando
infectadas, tornam-se portadoras podendo passar o agente, nao somente & progénie
como, também, aos produtos avicolas oriundos destes lotes (BARROW, 1994; SILVA,
1995: MCILRQY, 1997). No Reino Unido, estes dois sorovares correspondiam a % das

salmonelas relacionadas com infecgdes alimentares relatadas (BARROW, 1994).

Produtos avicolas, como ovo e carme de frango, tém sido incriminados como 0S
principais veiculadores de salmonelas no homem (HINTON, et alli,1992; TIETJEN &
FUNG, 1995; POPPE, 1996).

A presenca de salmonelas em carcacas de frango é elevada na maioria dos

levantamentos realizados em todo 0 mundo (CORRIER, 1990 (a); CORRIER, 1990 (b),
CORRIER et alii, 1993; NAVARRO, 1996; SILVA, 1999). Os EUA realizaram um

levantamento nacional e concluiram que, aproximadamente, 20% das carcagas de
frangos estavam contaminadas por salmonelas. Estes dados serviram como base para
o estabelecimento das regras do Servico de Inspecao Sanitaria no estabelecimento dos
novos parametros de controle sanitario junto aos abatedouros (Silva, 1999). A maioria

das salmonelas encontradas nas carcagas de frangos tem origem na ave viva que
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entra no abatedouro, tanto daquelas presentes como contaminantes externos (p.ex
penas) e, principalmente, no trato digestivo (ALMEIDA, et alii., 1993). Desta maneira, a
reducdo da contaminagéo de carcagas de aves por salmonelas ndo s6 depende dos
processos industriais de abate mas, principalmente, da produgdo de aves livres ou com

o menor indice possivel de contaminagao.

Os experimentos foram realizados com S.E. e S.T. inoculadas em frangos, na
maioria das vezes, com 35 dias de idade; portanto uma semana antes da idade média
utilizada para o abate de frangos no Brasil (MARTINS, 1996; AVES & OVOS, 1998,
INFORME APINCO, 1999).

5.1- Colonizag3o intestinal de frangos de 35 dias de idade alimentados com ragao

adicionada de 5% de lactose e oralmente inoculados com 1,0 ml de S.E..

Os resultados dos experimentos de recuperagéo de S.E. do trato intestinal, em
diferentes periodos pos inoculagé@o, de frangos de 35 dias de idade alimentados com
racdo contendo 5% de lactose e oralmente inoculados com 1,0 ml de suspensé&o de

S.E. contendo de 10° a 108 ufc/ml estéo expressos da Tabela 3.
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Tabela 03 — Recuperagdo de S.E., em diferentes periodos pds inoculagdo, de frangos de 35 dias de idade
alimentados com ragéo contendo 5% de lactose e oralmente inoculados com 1,0 ml de suspensdo de S.E.

contendo de 10° a 10° ufc/ml. Resultados dos Experimentos 1°ao 7° e 9°.

Frangos inoculados e Controle Positivo: Controle Negativo:
Amostragem Tratados com lactose Inoculado, sem lactose Ndo inoculado, sem lactose

24 h 72h 96h 24 h 72h 96h 24 h 72h 96h
Suabe cloacal . - - = . 4 = 5 -
Fezes <100* <100 <100* <100* <100* <100* <100* <100* <100*
Cecos NR NR - NR NR - NR NR -

(-) negativo ou (+) para a presenca de S.E.;
(*) <100 ufc/g;
NR — Nao realizado
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A cepa de salmonela e a concentragdo utilizada n&o permitiu sua recuperagéo
nos periodos de 24, 72 e 96 horas apds inoculagéo. Mesmo o enriquecimento do
cultivo de suabe de cloaca em caldo TSB nao revelou a presenca do agente. Ressalta-
se que, em todos os experimentos, foram utilizados frangos saudaveis de criacdo

industrial isentos de salmonelas, sem sinais clinicos de qualquer enfermidade.

N&o existe padrédo de dose desafio para experimentos com salmonelas em aves.
Cada autor determina a dose inoculante, que melhor atende a seus propaésitos
experimentais. Sabe-se que a dose infectante é um dos fatores que influenciam a
infeccdo por salmonelas nas aves e no homem. Quanto maior a concentragéo do

inéculo, maior a capacidade da instalagéo do agente nas aves (POPPE, 1996).

Na literatura, encontram-se diferentes concentragcdes nos indculos de
salmonelas em aves. Estes valores variam de: 10° ufc (HUMPREY et alii 1991 ), 10% ufc
(GAST 1993; POPPE 1996), 10° ufc (MACHAN, et alii 1991), 10° ufc (BARNES et alii
1972; GAST, 1993; HARGIS 1995; POPPE 1996), 10" ufc (GAST & BEARD, 1992) 10°
ufc (RAMIREZ, 1996; BARNHART, 1999); e, até 10° ufc (RAMBOUSEK, 1995).

Neste trabalho, as concentragdes variaram de 10° a 10® ufc/ml por ave.
Concentragées consideradas acima do que &, geralmente, encontrado em um ambiente
natural para a infeccéo de aves. Mesmo assim, nao foi possivel a recuperagdo de
salmonela do trato digestivo das aves inoculadas, através da analise de fezes, suabe

cloacal ou contetudo cecal.

Nos experimentos 1 e 2, a cepa de S.E. estava marcada com &cido nalidixico
(Nal®), droga esta que foi incorporada aos meios de cultura. Mesmo assim, em muitas
placas de MacConkey, houve crescimento de colbnias tipicas de Escherichia coli.
Pensou-se, a principio, que estas cepas de E. coli, naturalmente resistentes a NaIR,
pudessem estar interferindo na recuperagdo de S.E. Desta maneira, para os
experimentos seguintes, uma nova cepa de S.E. foi desenvolvida, resistente também a
novobiocina, S.E. Nal/Nob®. A repeticio dos experimentos, variando a dosagem do

indculo entre 10° até 10° ufc/ml, o agar seletivo (MC e HE) e também a incubacdo com
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tempo maior (leitura de 24 e 48 horas), para recuperagéo de S.E. revelaram que a nao
recuperagdo de S.E. nos tempos pos-inoculacédo estudados era um fendmeno natural.
Ou seja, o estabelecimento experimental de uma infecgao intestinal ativa em frangos
saudaveis de 35 dias de idade é uma ocorréncia dificil, de ocorrer, mesmo usando
altas dosagens do inoculo.

E, pelo menos, preocupante O encontro natural de cepas de E. coli (dados n&o
mostrados) resistentes ao acido nalidixico (experimentos 1° e 2°) - uma quinolona de
primeira geragao com resisténcia de base cromossomal. Quinolonas de terceira
geragao tém sido largamente utilizadas em terapéutica veterinaria. Cepas bacterianas
encontradas em carcagas de aves e resistentes a antibidticos, podem passar ao
homem. As quinolonas s&o, hoje, vias de regra drogas referéncias na terapéutica

humana contra infecgoes bacterianas.

BARROW et alii (1998), trabalhando com pintos de um dia infectados com S.E.,
e previamente tratados com uma quinolona de terceira geragdo (enrofloxacina),
verificaram que a microbiota natural de E. coli das aves de, anteriormente sensivel a

quinolona, tornou-se resistente, persistindo apos a retirada da medicagao.

No experimento n° 7, com a inoculacéo de 10 ufc/ml por ave de S.E. Nal®, além
das analises convencionais, 0s cecos foram retirados das aves e cultivados em caldo
TSB para enriguecimento. Com este procedimento, foi possivel verificar a presenca da
S.E. em uma das aves do grupo inoculado e tratado com lactose. Este dado indica um
pequeno residual de S.E. nas aves inoculadas. Embora, em apenas um caso €
estranho que esta persisténcia tenha ocorrido no grupo tratado, ainda que nao se

tenha uma explicacdo para este fenomeno.

Mesmo considerando que a S.E. seja o sorovar mais patogénico para aves, com
caracteristicas invasivas (NAVARRO, 1996; COX, 1996), a cepa utilizada nao

demonstrou tal caracteristica em frangos com 35 dias de idade.
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A resisténcia a infeccdo aumenta com a idade da ave (GAST & BEARD, 1990,
HUMPREY et alii, 1991; BAILEY,1993; BAILEY, 1994; POPPE, 1996; RAMBOUSEK,
1995). Em experimento usando a cepa de S.E. Nal® em pintos de um dia, esta mostrou
elevado grau de patogenicidade, confirmando assim o poder invasivo do agente
utilizado, como mostra a Tabela 6.

A persisténcia de salmonelas no intestino de aves tende a ser transitéria. Com o
passar do tempo, estas tendem a desaparecer e sa@o recuperadas com menor
intensidade (HARGIS et alii 1995, ANDREATTI F°, 1997).

A maioria dos experimentos € realizado com pintos de um dia de idade. Estes
experimentos foram realizados, na maioria das vezes, com frangos de 35 dias de
idade. Nao se sabe que tipo ou nivel de proteg@o intestinal € possivel encontrar em

aves nesta idade e nao ha dados disponiveis na literatura.

Entre outros aditivos utilizados na ragéo para o controle da infecg&o intestinal de
aves por salmonelas, incluem-se: alguns carboidratos como a lactose, acidos
organicos, probioticos, antibidticos e produtos de exclusdo competitiva (CORRIER et
alii, 1990; ZIPRIN et alii 1990; STAVIC & D’AOUST, 1993; COOPER, 1994, SILVA,
1995; MCILRQOY, 1997; PALMU & CAMELIN, 1997).

O uso de lactose na alimentagao de aves tem sido relatado como forma auxiliar
na reducdo de salmonelas intestinais (CORRIER et alii, 1991, WALDROUP et alii,
1992; RAMBOUSEK,1995). O mecanismo esta relacionado com o desenvolvimento e
estimulo da microbiota lactica intestinal que age como probidtico, uma vez que as aves
sdo deficientes em lactase (HINTON et alii, 1990).

Nestes experimentos, a escolha do uso da lactose como aditivo no controle de
salmonelas em frangos, estava relacionado ao fator custo e disponibilidade de

aquisicdo em nosso meio.

A lactose tem sido utilizada nas concentragdes de 2,5 até 10%, em trabalhos de

controle de colonizacdo intestinal por salmonelas. A concentragdo de 5% foi a
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escolhida em fungéo de resultados anteriores mais consistentes (NISBET et alii, 1994)
O uso de lactose a 2,5%, adicionada a racdo, ndo mostrou efeito na redugdo da

colonizagéo cecal e de inglavio, em frangos em idade de abate, infectados com 108 ufc
de S.E. (BARNHART 1999).

A lactose tem sido utilizada isoladamente, adicionada a culturas anaerdbias ou
adicionada a outros agtcares (manose, frutose, arabinose, fructooligosaccharide (FOS
- 50) e a acidos organicos (CORRIER et alii, 1990; ZIPRIN et alii, 1990; HINTON Jr; et
alii, 1990: CORRIER et alii, 1991; MACHAN et alii, 1991, ZIPRIN et alii 1991;
WALDROUP, et alii 1991; CORRIER et alii, 1992; MACHAN & SHOTTS, 1992;
CORRIER et alii, 1993 (a); CORRIER et alii 1993(b); HUME et alii, 1993, NISBET et alii
1993; TELLEZ et alii, 1993; ZIPRIN et alii 1993; CORRIER et alii, 1994; HOLLISTER et
alii 1994: NISBET et alii 1994; IBA & BERCHIERI, 1995; OYARZABAL & CONNER,
1996; ANDREATTI F° 1997)

Os grupos de aves que receberam ragéo contendo |actose, apresentaram fezes

ligeiramente mais amarelada e liquida que os grupos nao tratados.

Sabe-se que as aves sdo deficientes na enzima lactase. Desta maneira, a
lactose administrada é utilizada pela microbiota intestinal, principalmente a cecal,
capaz de fermenta-la. Seus bioprodutos, responsaveis pela diminuigcdo do pH do
intestino e aumento da concentracdo de &cidos organicos, possui uma agao
bacteriostatica, produzindo resisténcia das aves a colonizagdo por salmonelas
(HINTON et alii, 1990; CORRIER, 1990(a); CORRIER, 1990(b); CORRIER et alii 1991;
CORRIER et alii 1993, TELLEZ et alii, 1993).

TELLEZ e colaboradores (1993) verificaram ainda que o uso da lactose na dieta
das aves pode alterar a mucosa cecal morfologicamente, alterando a susceptibilidade
do hospedeiro contra a invasao da S.E.. Os acidos formados com a fermentagao, tem
acdo sob a motilidade intestinal e consisténcia das fezes, propiciando assim diarréia

nas aves e consequente excregao das salmonelas inoculadas.
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5.2- Ganho de peso corporal durante o periodo de teste, de frangos de 35 dias de
idade, alimentados com ragdo adicionada de 5% de lactose e oralmente
inoculados com 1,0 ml de suspensédo de S.E. contendo de 10° a 10° ufc/mil.
Resultados dos Experimentos 29, 3°, 5°, 6° 7° e 9°,

Os resultados da média de ganho de peso corporal durante o periodo
experimental, estéo expressos na Tabela 04. Frangos de corte com 35 dias de idade
foram alimentados com rag&o contendo 5% de lactose e oralmente inoculados com 1,0
ml de suspenséo de S.E..

Este ndo era um dos objetivos do trabalho. Os dados foram anotados na

tentativa de se estabelecer alguma relagdo do peso com a infecgdo por S.E..

Racionalmente, o grupo controle ndo inoculado € sem receber lactose (c) na
racdo deveria apresentar maior peso médio que os outros dois grupos inoculados.
Entre os inoculados, o tratado com lactose (a) deveria apresentar maior peso que o
controle positivo; inoculado e ndo tratado com lactose (b). Na Tabela 05, que apresenta
uma sintese do ganho de peso dos diversos grupos em todos os experimentos
realizados com frangos de 35 dias, a sequéncia esperada era c>a>b. Apenas as aves
que foram tratadas com antibidtico apresentaram esta sequéncia. Entretanto, a
sequéncia mais comum que ocorreu por duas vezes foi, a>c>b. Ou seja, aves
Inoculadas com S.E. e alimentadas com lactose apresentaram maior ganho de peso no

periodo do que as aves dos outros grupos.

Nao ha correlagéo da produtividade natural, observada em frangos de corte, e a
presenca de salmonelas do grupo paratifdide (CORRIER et alii, 1990). Os dados
encontrados nestes experimentos podem apenas expressar casuismo ou, talvez a S.E.
e lactose possam ter funcionado como estimulo ao funcionamento das fungdes

intestinais de digestéo e absorgao.
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Tabela 04 — Resultados do tratamento de frangos de 35 dias de idade com ragao
adicionada de 5% de lactose e oralmente inoculados com 1,0 ml de suspensao de

S.E. contendo de 10° a 10° ufc sobre o peso corporal. Resultados dos

Experimentos 2°, 3° 5° 6° 7° e 9°.

TrtAmBItES Experi- S.E. Peso Médio (g) Ganho de
mento (ufc) Inicial Final peso (g)
20 2,1x 10° 1.255,0 1.388,0 133,0
Frangos 3° 1,0x 10° 811,1 962,22 151,12
Inoculados e 50 1,1 10° 1.4044 16755 271,15
Tratados com 6° 4,1x10° 1.320,0 1.540,0 220,0
Lactose 7° 3,3x10’ 1.540,0 1.795,0 255,0
9o 2,2x 10° 1.233,3 1.920,0 686,7
20 2,1x 10° 1.201,0 1.377,0 176,0
Controle Positivo: 3° 1,0x 10° 792,2 903,3 111,13
Inoculados, 50 1,1x 10° 1.4255 1.587,7 162,2
Sem Lactose 6° 4,1x 10° 1.460,0 1.725,0 265,0
78 3,3x10’ 1.725,0 1.980,0 255,0
9° 2,2x 10° 1.340,0 1.873,3 533,3
20 2,1x 10° 11777 1.335,5 157,8
Controle Negativo: 3o 1,0x 10° 864,4 991,1 126,7
N ineiados, 50 11x10° 14222  1.594,4 172,2
Sem Lactose 6° 41x 10° 1.450,0 1.775,0 325,0
7° 3,3x10’ 1.775,0 2.025,0 250,0
g° 2,2x 10° 1.260,0 2.000,0 740,0

Obs: Nos experimentos 1° e 4°, ndo foi avaliado ganho de peso corporal.



Tabela 05 — Anélise comparativa do ganho de peso corporal, durante o periodo
experimental, de frangos de 35 dias de idade alimentados com ragao adicionada
de 5% de lactose e oralmente inoculados com 1,0 ml de suspensio de S.E.
contendo de 10° a 10° ufc.

Ganho de peso corporal (g) dos diversos grupos

Experimentos Inoculado, Inoculado, N&o inoculado, Analise

com lactose (a) Sem lactose (b) Sem lactose (c)

> 133,0 176,0 157.8 b>c>a
3° 161,12 111,13 126,7 a>c>b
§° 27118 162,2 172,2 a>c>b
6° 220,0 265,0 325,0 c>b>a
F i 255,0 255,0 250,0 a=b>c
9° 686,7 533,3 740,0 c>a>b

5.3 - Inoculagdo de pintos de um dia com 0,1 ml de suspensdo de S.E. Nal®

contendo 5,5x10° ufc sobre a colonizagao intestinal.

Com os dados de auséncia de recuperacao de S.E. do trato digestivo de frangos
com 35 dias de idade, pensou-se na possibilidade da cepa mutante Nal® ter perdido
total ou parcialmente sua patogenicidade durante o desenvolvimento da resisténcia.
Desta maneira, programou-se o 8° experimento, inoculando-se pintos de um dia de
idade.

Pintos de um dia sao altamente susceptiveis a colonizagdo intestinal por

salmonelas, em parte, pela auséncia de uma microbiota intestinal protetora ao nascer.
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Esta microbiota se instala, paulatinamente, com a idade assim como a resisténcia a
colonizag&o intestinal (DAY, 1996; BARROW, 1999).

Os resultados do cultivo de cecos, ap6s a inoculagdo oral de pintos de um dia

com 0,1 ml de suspenséo de S.E. Nal®, estdo expressos na Tabela 6.

Os dados mostraram que, além da persisténcia por 96 horas, a cepa mutante de

S.E. Nal® foi capaz de colonizar intensamente os cecos de pintos com um dia de idade.

Desta maneira, se a cepa manteve suas propriedades de patogenicidade e
viruléncia, as diferencas de colonizagéo encontradas em frangos com 35 dias de idade

deveriam ser atribuidas, principalmente, a situa¢éo do hospedeiro.

Assim, pintos de um dia tém sido utilizados pelos pesquisadores para avaliar a
capacidade de colonizagdo intestinal por salmonelas (BARROW,1991; GAST &
BEARD, 1992; DAVIES & WRAY, 1995; RAMBOUSEK, 1995; POPPE, 1996; BYRD et
alii, 1998;).

Sabe-se que a administragdo da microbiota intestinal de aves adultas, tanto na
forma natural como em cultivo anaerdbio, tem efeito na protegcdo da colonizagdo
intestinal de aves jovens por salmonelas (CORRIER et alii, 1990(a); CORRIER et alii,
1990(b); CORRIER et alii,1993(b); DAY, 1996; ANDREATTI F°, 1997).

Uma das formas de desenvolvimento de resisténcia as salmonelas intestinais em
aves, esta no estabelecimento de uma microbiota intestinal protetora. A formacgéo desta
microbiota se inicia naturalmente, a partir do primeiro dia de vida (CORRIER et alii,
1993(a); EWING & COLE, 1994; DAY, 1996).

A literatura traz diversos trabalhos com o uso de microbiota intestinal de aves
adultas ou seu cultivo anaerdobio no controle da infecgdo intestinal de aves por
salmonelas (CORRIER et alii, 1990(a); CORRIER et alii, 1990(b); CORRIER et alii,
1993(b); DAY, 1996; ANDREATTI F°, 1997).
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Tabela 06 - Resultados do cultivo de cecos apos 96 horas da inoculagao oral de

pintos de um dia com 0,1 mi de suspensdo de S.E. Nal® contendo 5,5x10° ufc.

Cultivo dos cecos

Pintos Inoculados Controle nao inoculados
1 +tt E
2 et =
3 et -
4 e+t o

(-) negativo ou (+) para a presenca de S.E.:

(++++) = acima de 100 ufc de S.E. por placa de cultivo direto
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5.4 - Colonizacdo intestinal de frangos de 35 dias de idade alimentados com
racao adicionada de 5% de lactose e oralmente inoculados com 1,0 ml de S.E.
Nal® contendo 2,2x10° ufc apos serem previamente tratados com o antibiético
flumequina via 4gua de bebida.

Os resultados do experimento de colonizacéo intestinal de frangos de 35 dias de
idade alimentados com ragéo adicionada de 5% de lactose e oralmente inoculados com
1,0 ml de S.E., ap6s serem previamente tratados com o antibiético via agua de bebida,

foram essencialmente os mesmos expressos na Tabela 03.

O antibidtico usado no tratamento das aves, pertence ao grupo das quinolonas
(nome comercial: flumequina), com seu uso amplamente difundido na avicultura para o
controle de diversas infecgdes bacterianas inclusive a excrecdo de Salmonelia Sp
(BARROW, 1999).

Sabe-se que existe um curto periodo de tempo, apds o tratamento com
antibidtico, em que as aves se tornam susceptiveis a infecgdo por salmonelas. Em
grande parte isto ocorre porque a flora normal, por si propria inibitéria para a

salmonela, também é afetada pelo uso do antibiético (BARROW, 1999).

DAY (1996) também alertou para o fato de que o uso de antibiéticos em niveis
terapéuticos pode propiciar a recolonizagdo, uma vez que podem eliminar, além das
salmonelas, também a maioria dos organismos protetores da microbiota natural. Isto
produz um alto risco de recolonizagéo pds-tratamento, deixando as aves susceptiveis 3

recolonizac@o devido a falta de bactérias protetoras.

Assim sendo, mesmo a possivel destruicdo ou desequilibrio da microbiota
intestinal provocada pela terapia antimicrobiana antes da inoculagdo (DAY, 1996;
BARROW, 1999), nao foi suficiente para que a cepa S.E. se instalasse e colonizasse o
intestino, mais uma vez confirmando a dificuldade de se colonizar frangos adultos com
SE.
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5.5 — Efeito do estresse por jejum hidrico e alimentar na recuperacao da S.E. Nalf
do trato gastrintestinal e sistémica de frangos de 35 dias oralmente inoculados

com 1,0 mi do agente contendo 2,2x10° ufc.

Com a comprovagdo de que a cepa de S.E. Nal® mantinha suas propriedades
patogénicas para aves, mas ndo era recuperada do trato digestivo de frangos com 35
dias de idade, 24 horas apds a inoculagdo, programou-se um experimento onde a
recuperagéo da S.E. seria realizada em intervalos menores que 24 horas. Um dos
grupos de frangos foi submetido ao estresse por jejum hidrico e alimentar antes da
inoculagédo, com a finalidade de aumentar a chance de recuperagcao do agente
(HUMPHREY, et alii 1993; RAMIRIZ, et alii 1997; BARNHART, et alii 1999; CORRIER,
et alii 1999).

A Tabela 07 traz os resultados da recuperacdo de S.E. Nal® do trato intestinal de
frangos de 35 dias, antes e ap6s terem sofrido estresse por jejum hidrico e alimentar. A
mesma tabela mostra dados referentes a recuperagdo de S.E. a partir do sangue e
figado o que sugere infecgédo sistémica e respectiva recuperagéo a qual denominamos

de recuperacao sistémica.

Os resultados da colonizagdo do trato gastrintestinal foram medidos pela
intensidade de crescimento de S.E. apds plagueamento direto em placas de Petri
contendo agar HE (ANDREATTI F°, 1997).

O inglavio, proventriculo e duodeno de aves n&o estressadas, continham S.E.
em grande quantidade, desde 30 min. até 2hs. O estresse aumentou o tempo de

permanéncia de S.E. no trato intestinal em até 4 horas apés a inoculagéo.

A S.E. sb foi detectada nos cecos a partir da segunda hora pés inoculacio.
Cecos e retos foram os segmentos intestinais com maior frequéncia e permanéncia de
salmonelas como €& comumente citado em literatura (GORHAM et alii, 1991;
ANDREATTI F°, 1997).



A tendéncia de translocagdo da S.E. inoculada nas aves, pelo ftrato
gastrintestinal foi verificada por GORHAM e colaboradores em 1991, mas em
propor¢oes diferentes. Eles trabalharam com pintos (SPF) inoculados com S.E. no 7°
dia de idade, e isolaram o agente até 35 dias pds inoculagdo. No entanto verificaram
também que o agente, nos primeiros dias pds inoculagdo, foi isolado com maior
intensidade no ingluvio (segmento superior do trato gastrintestinal) e com o passar do
tempo nas regides dos cecos e colon.

A permanéncia do agente na ave também foi avaliada, sendo que, com o passar
do tempo p6s-inoculag@o, o numero de isolamentos (ufc) sofreu uma reducéo drastica,

tendendo a zero.

A permanéncia da salmonela por um periodo maior do que 24 horas, encontrada
por alguns autores, provavelmente é consequéncia do uso de aves criadas para fins
experimentais (SPF) e inoculagdo com pouca idade (p. ex. 1, 3, 7 dias), quando as
aves possuem uma microbiota pouco estabelecida em relagcdo as aves com 35 dias de
idade.

Nota-se no experimento que a infecgdo por S.E. em frangos de 35 dias de idade
é auto-limitante. Ela tende a desaparecer rapidamente com o passar do tempo apds
inoculagéo (HARGIS et alii, 1995).

O efeito invasivo (infecgéo sistémica) foi avaliado pela presenga e auséncia do
agente no sangue e figado apés uma analise qualitativa por enriquecimento do suabe

dos orgaos em caldo TSB. O resultado é representado individualmente para cada ave.

Em todos os periodos de exame, S.E. foi detectada somente no sangue de uma
ave na oitava hora apds inoculagcéo e também do figado da ave submetida ao estresse,
nos periodos de 30 minutos, uma e duas horas apds inoculagéo, ndo sendo detectada

nos periodos posteriores.

Ha uma analise muito importante a ser feita com os resultados obtidos. O jejum

de algumas horas (geralmente seis), & pratica comum no processo de abate, antes da
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Captura dos frangos. Esta, por sua vez, juntamente com o transporte, provocam mais
estresse as aves .

Os experimentos sugerem que as salmonelas presentes no trato digestivo de
frangos antes do abate podem aumentar de quantidade, como também pode haver sua
translocac@o sistémica para orgdos internos, contaminando, inclusive, visceras
comestiveis como o figado (DELOACH, 1995).

Aparentemente as aves estressadas, possuem a mesma tendéncia de excrecao
que o grupo nao estressado. No entanto, a velocidade com que o agente percorre o

trato gastrintestinal € menor.



Tabela 07 - Resultados da recuperagdo da S.E. do trato intestinal e sistémica de frangos de 35 dias oralmente

inoculados com 1,0 ml de 10° ufc de S.E., em aves sem estresse (Sem) e, ap6s terem sofrido estresse (Stress)

por jejum hidrico e alimentar.

Recuperagéo de S. Enteritidis — Tempo apdés inoculagéo

Orgéos* 30 minutos 1 hora 2 horas 4 horas 8 horas
Sem  Stress Sem Stress Sem  Stress  Sem Stress Sem  Stress

Inglivio A 4 4 25 2 2 0 2.5 0 0
Proventriculo 25 0 0,5 0 0 1,5 0 0,5 0 0
Duodeno 3.5 2,5 0 25 2 2 0 0,5 0 0
Cecos 0 0 0 0 2 0 4 4 2 2
Reto 1,6 0 0,5 0,5 2 1.8 2,5 4 1,5 2
Figado -+ -[+ -I+ -/- -1+ -+ -/- -/- -/- -I-
Sangue -/- -I- -~ -I- -I- /- -I- /- -I- -1+

(*) Média de duas aves, exceto figado e sangue; (**) Critério utilizado para contagem de salmonelas:

NR = N&o realizado; 1a 10 UFC - até“1”

Recuperagéo: Presenga (+) ou auséncia (-) de salmonelas; 11a 50 UFC - de1,1a2

51 a100 UFC - de2,1a3
>100 UFC - 3,1a4



5.6 - Efeito da aplicagao do estresse por jejum hidrico e alimentar na recuperagao
da S.E. Nal® do trato intestinal e sistémica de frangos de 35 dias de idade,

oralmente inoculados com 1,0 ml de S.E. contendo 2,2x10° ufc do agente.

Em fung@o dos resultados anteriores, mostrados na Tabela 7, programou-se
novo experimento, incluindo os tempos de 24 e 72 horas. Da mesma maneira, um dos
grupos de frangos foi submetido ao estresse por jejum hidrico e de racao antes da

inoculagéo, com a finalidade de aumentar a chance de recuperacdo do agente.

A Tabela 08 traz os resultados da recuperagéo da S.E. do trato intestinal, figado
e sangue (recuperagéo sistémica) de frangos de 35 dias oraimente inoculados com

S.E. Nal®, em aves sem estresse e ap0s terem sofrido estresse.

Os resultados foram os mesmos mostrados anteriormente na Tabela 07. Ou
seja, o estresse aumentou a intensidade de colonizagdo e o tempo de permanéncia de

S.E. no trato intestinal.

No periodo de 24 horas apds a inoculacéo, ficou clara a caracteristica auto
limitante da S.E.. Assim como ja havia sido verificado em trabalhos anteriores, ja que
apenas houve recuperacéo do patégeno nos cecos e, em maior quantidade no grupo
estressado (fator 4) que no ndo estressado (fator 2,0). Os demais segmentos do trato
gastrintestinal, sangue e o figado ndo apresentaram presenga da S.E. (GORHAM et
alii, 1991; ANDREATTI F°, 1997).

Os resultados referentes as andlises de 72 horas apds a inoculagdo
demonstraram a auséncia quase total da S.E., tanto no trato digestivo como sistémico,

das aves examinadas.

39



Tabela 08 - Resultados da recuperagao da S. Enteritidis do trato intestinal e sistémica de frangos de 35 dias

oralmente inoculados com 1,0 ml de S. Enteritidis Nal® contendo 10° ufc de S.E., em aves sem estresse (Sem) e,

apos terem sofrido estresse (Stress) por jejum hidrico e alimentar.

Orgé&os* Recuperagéo de S. Enteritidis — Tempo ap6s inoculagdo
1hora 2 horas 4 horas 8 horas 24 horas 72 horas
Sem Stress Sem Stress Sem Stress Sem Stress Sem Stress Sem  Stress
Inglavio 4** 4 4 £ 1,5 4 0,5 0,5 0 0 0 0
Proventriculo 4 2.5 2.5 3,6 0 1 0,5 0 0 0 0,5 0
Duodeno 4 0,5 25 0,5 0,5 0 0 0 0 0 0 0
Cecos 0,5 1.5 0,5 0,5 1 3 0 2,5 2 4 0 0
Reto 0,5 1 3 3 0,5 2 0 1,5 0 0 0 0
Figado -/- -/- +/- -1+ -/- -/- -/- /- -I- -/- -/- -/-
Sangue -/- -I- -/- -I- -I- -I- /- -I- -I- -I- -/- -I-
(*) Média de duas aves, exceto figado e sangue; (**) Critério utilizado para contagem de salmonelas:
Recuperagéo: Presenga (+) ou auséncia (-) de salmonelas; 1a 10 UFC - até1

11a 50 UFC - 11a2
51a100UFC - 2,1a3
> 100 UFC - 31a4
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5.7 - Efeito da aplicagao do estresse por jejum hidrico e alimentar na recuperacgao
da S.T. Nal® do trato intestinal e sistémica de frangos de 35 dias de idade,

oralmente inoculados com 1,0 ml de S.T. contendo 2,2x10° ufc do agente.

A idéia de usar uma cepa de S.T. Nal® era para se ter resultados comparativos

com a cepa de S.E., considerada mais patogénica para aves.

A Tabela 9 traz os resultados da aplicagdo do estresse por jejum hidrico e de
ragdo na recuperagdo da S.T. Nal® do trato intestinal e sistémica de frangos de 35 dias
de idade, oralmente inoculados com S.T.

Como ocorreu com a S.E., o trato digestivo de frangos de 35 dias de idade foi
colonizado pela cepa de S.T.. O estresse propiciou uma coloniza¢io ligeiramente mais

intensa e prolongada que em aves nao estressadas.

No geral, ficou demonstrado que a cepa de S.E., utilizada nos experimentos,
apresentava uma patogenicidade maior que esta cepa de S.T. testada. ANDREATTI F°
(1997) , também determinou a maior patogenicidade da S.E. frente a S.T. em pintos de

um dia.

A S.T. provocou pouca infecgdo sistémica medida pela recuperagio da mesma
do sangue e figado das aves inoculadas. Houve isolamento de S.T. no cultivo do figado
em caldo TSB em apenas uma ave duas horas apos inoculagdo. Do sangue, houve
recuperacdo de uma ave em cada um dos tempos, em uma e duas horas pés

inoculacéo.

Também observou-se no experimento, que a infecgdo por S.T. em frangos de 35
dias de idade € auto-limitante. Ela tende a desaparecer rapidamente com o tempo apos

inoculagéo.

Sem duavida alguma, em todos os experimentos, independente do sorovar
utilizado, verificou-se uma forte tendéncia em detectar salmonelas nos momentos

seguintes a inoculag&o nos segmentos superiores do trato gastrintestinal.
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Apés a inoculagdo a salmonela era constantemente encontrada em
concentragdes mais altas no inglivio. Esta tendéncia se manteve com o passar do
tempo, encontrando-se o agente nos segmentos inferiores do trato gastrintestinal
(cecos). Fazendo uma analogia, € como se tivéssemos marcado as salmonelas com um
contraste, em que se pode verificar todo o transito da salmonela pelo trato
gastrintestinal, do inglivio aos cecos. Verificou-se, assim, uma forte tendéncia da ave
em excretar o agente inoculado em poucas horas, como se este fosse reconhecido

como agente estranho a microbiota normal e as defesas das aves o eliminassem.
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Tabela 09 - Resultados da recuperagao da S.T. do trato intestinal e sistémica de frangos de 35 dias oralmente
inoculados com 1,0 ml de S.T. Nal® contendo 10° ufc do agente, em aves sem estresse (Sem) e, apds terem

sofrido estresse (Stress) por jejum hidrico e alimentar

Recuperacéo de S. Typhimurium — Tempo apds inoculagéo

Orgéos* 1hora 2 horas 4 horas 8 horas 24 horas 72 horas

Sem Stress Sem Stress Sem Stress Sem Stress Sem Stress Sem  Stress

Inglavio T 4 4 4 3 3 4 4 0 0 0 0
Proventriculo 2 1 0,5 2 1 15 0 1 0,5 0.5 0 0
Duodeno 2 2,5 0 1 0,5 0 0 0 0 0 0 0
Cecos 0.5 1 0,5 2 0,5 1 2 2 0 2 0 0
Reto 1.5 3 0 2 0,5 0 0 2 0 0 0 0
Figado -/- -/- -+ -/- -/- -/- -/- -1~ -/- -I- -/~ -/-
Sangue -/- -1+ -+ -/- -/- /- -/- -/- -/- /- -I- /-
(*) Meédia de duas aves, exceto figado e sangue; (**) Critério utilizado para contagem de salmonelas:
Recuperagdo: Presenga (+) ou auséncia (-) de salmonelas; 1a 10 UFC - até1

11a 50 UFC - 1,1a2
51a100UFC - 21a3
> 100 UFC - 31a4
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6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, e nas condi¢cbes em que foram realizados

Os experimentos, as seguintes principais conclusdes podem ser apresentadas:

1. Frangos aparentemente normais, proximos a idade de abate (com 35 dias de idade)
e criados comercialmente, foram incapazes de estabelecer infecgé@o intestinal por
S.E. e 8.T., apés inoculago oral com concentragdes variando de 10 a 108 ufc.

2. A ingestdo da lactose apenas interferiu na consisténcia das fezes, ndo sendo
possivel avaliar sua ag&o na redugdo das salmonelas, ja que o agente nao se

instalou em aves adultas.

3. Frangos com 35 dias de idade, com sua microbiota natural (protetora),
desestabilizada pelo o uso de antibiético, ndo apresentaram infeccio intestinal por
S.E. apos a inoculagéo oral de 107 ufc/ave.

4. Na&o existe relagéo entre a inoculagéo da S.E. e o ganho de peso corporal avaliado

no periodo do experimento.

5. Pintos com um dia de idade foram altamente susceptiveis a infeccéo e colonizacao
por S.E., confirmando a influéncia da idade e microbiota protetora, na instalagao de

infeccao por este sorovar.

6. O ingluvio e cecos foram os 6rgdos com maior intensidade de colonizacdo, embora
nao tenha sido possivel estabelecer a infecgdo por mais de 24 horas.

]

A infeccdo em aves adultas e sadias demonstrou baixa capacidade de invasao
sistémica. No entanto nas primeiras horas que o agente entra em contato com a ave
foi possivel isolar salmonelas do sangue e figado.
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8. Nos experimentos, as aves aparentemente demonstraram a mesma capacidade de
persisténcia e colonizagdo pelos sorovares S.E. e S.T., excretando-os nas primeiras

24 horas ap6s a inoculagao.

9. O estresse hidrico e alimentar propiciaram um ligeiro aumento na colonizagéo
intestinal e reducéo da velocidade de excreg¢do do agente pelo trato gastrintestinal
da ave.
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8. APENDICE

As formulas dos meios de cultivo e reagentes, utilizados nos experimentos estéo
descritas a seguir.

Os meios de cultivo foram utilizados na forma desidratada e preparados

conforme instrugdes do fabricante.

Agua Tamponada Peptonada (BPW)

- Peptona bacterioldgica ..............oooooiiiiiiiiie e RV 10,0g
= GO EB BOMID icamm i i it it sstiananidbsnnsn frmssraamansanss 5,0g
- Fosfato de sédio bibasico dodecahidratado (Na,HPO, x 12 H,0).......... 9,0g
- Fosfato monopotassico(KH2PO4).......eeeeveieeiiieieeeeeeeeeeeeeeeee 1.5¢

Os sais da formulagéo foram suspensos em 1 litro de agua destilada. Aquecido
até a total dissolugdo, e padronizado em pH 7,0; em seguida foram distribuidos em

frascos e autoclavados a 121°C por 15 minutos.
Solugido de Acido Nalidixico

Em uma solugdo de NAOH a 0,002N obtida da mistura de 0,2ml de NaOH1N e
99,8ml de agua destilada, acrescentaram-se 500mg de acido nalidixido, misturando até
obter uma solugao homogénea.

Solugao de Novobiocina

Utilizando o grau de pureza do produto, pesou-se 2,08g de sal de novobiocina

dissolvido em 100ml de agua destilada para o preparo da solu¢do de novobiocina na
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concentragdo de 20 mg/ml. Apdés a dissolugdo, a solucio foi esterilizada em filtro
Millipore e armazenada sob refrigeracao.

Caldo Tetrationato(TT)

- Proteose peptona ..o 5,0g
= SAIS DIHAIES ... 1,0g
= HIOSBUNEOEE BOUI0 v s s S i s st e e e 30,0g
SO o ——— 10,09
- AQUA deStIAdA. .. ............oooiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 1.000,0m!

O meio foi pesado e suspenso em agua destilada. A seguir foi aquecido até
ponto de fervura. O caldo foi distribuido (10ml por tubo) de forma asséptica em tubo
estéril. Durante a distribuicdo manteve-se agitagdo continua para evitar precipitacéo.
No momento do uso foi adicionado 0,2ml de soluc&o de iodo para cada 10ml do meio

base.

Solugao de lodo

~ Cristai8 de 0080 ..o i .. 6,0g
= |G A PORASEIO v s s s s S RS VRS SRR 50¢g
— AQUA AESHIAAA ... 1000,0 ml

Apods a trituragdo dos cristais de iodo, adicionou-se iodeto de potassio e
homogeneizou com agua destilada. Esta solug@o foi adicionada ao caldo tetrationato

apenas no momento do uso.
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Caldo de Soja Triptona (TSB)

- Triptona (digestivo pancreatico de caseina) ...........cococovvoivveoeeeeeeen . 17g
=~ Softona (digestivo de fannhe de Soja) .....umanmmmammss i 3g
= DBXITOSE. ... 2,59
B - e e e oo 5¢
N T LI NN Nt B A R 2.59
= AQUAESHIAdA ... 1000,0 ml

O meio foi pesado, diluido em agua e aquecido até total dissolugéo. Apds foi

autoclavado a 121°C pdr 15 minutos distribuidos em tubos de ensaio estéreis.

Agua Peptonada 0,1%

- Peplona bacterologiCa . wsmnnnnnmainisnsiss s it 0,1g
= AQUAAESHIAAR ... 100ml

A peptona foi pesada, suspensa em agua destilada, e aquecida até total
dissolugdo, em seguida foi autoclavada a 121°C por 15 minutos e distribuida em

frascos e ou tubos de ensaio estéreis na quantidade desejada.

Caldo Uréia

I e il o 6] OO 0,19
« Fosialo do-potassio MonobasiC . anumnnnnmnasrm i 9,19
- Fosfato de potassio BIDESICO.. ... iy 9,59
LU 1= 1= OO P USSR PRUUPURUPRN 20g
- Vermelhodefenol............cccooeevvneeeenn.. R S S A TR 0,01g
- Aguadestilada ..., 1000,0ml
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O meio foi pesado, diluido em &gua sob agitacdo até total dissolucdo e
esterilizado utilizando a técnica de filtragdo. Apés foi distribuido (3ml) em tubos de
ensaio estéreis (pH 6,8 +0,1).

Agar Mac Conkey (MC)

¢ POPIOMA oo R R R 179
- Proteose peptona ............coooiiiiiiii e 3g
R - I . 10g
2 U IO IO oo 3 R A S S S AR TS R S G 1,59
= Cloreto de SOAIO ... 59
= BOBE oo R s S s R 13,59
S N OOTEO NG TIOMIERD . s esnsionsmsimcseosnssesnans oy o S SRS RSB S T 0,03g
- Cristal violeta ... e 0,001g
1T L] o S ——— 1000,0ml

O meio foi pesado, diluido em agua e aquecido ate total dissolugdo. Apds foi
autoclavado a 121°C por 15 minutos (pH 7,1 £ 0,2). O meio foi resfriado até a
temperatura de aproximadamente 60°C e adicionado da solu¢do de antibidtico (Nal e
ou Nob)

Agar Hektoen Enteric (HE)

- Proteose peptona ... 12g
= ERIrato de LeVEHUra. ... i i i s s 39
= SIS DIlArES N0 .. 9g
= LEOROEE oy ovusi s e L T S A S R R 12g
= S BCAIOSE. ... e 129
«  SANBINE T G R R G S 29
= Cloreto SOAICO. ... .o 5¢g
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- Citrato de ferro amoniacal..................ccooviiioiioee e 1,59
S NI s O B S R S S T 14g
- Azul de bromo tiMOL........c..oooviiiiie e 0,065g
. FUCSING BCIAR.....ciciiiiiiiiiiiiiiiniinsesismmes sonesasonassrssasmsssmmessmmssomnsermmeesn s e anns 0,1g
- AQUAAESHIAAE ... 1000,0m

O meio foi pesado, diluido em agua e aquecido até ebuligdo e total dissolucéo.
Ndo pode ser autoclavado (pH 7,5 + 0,2). Apds resfriado até temperatura de

aproximadamente 60°C, adicionou-se a solugéo de antibidtico (Nal e ou Nob).

Agar Verde Brilhante (BGA)

- PrOtE08e PRPIONE «.oimmainmnsmiiaansim i s e 10g
s EIrate de JOVOAUPE -.....ovuummimm s s ks s s s s i 39
= LACOSE ..o 10g
O EIORIIBEY oo e R o A A B N A SR A S 10g
SR €3 [T =1 (o e (=Y To To [ o TR 5g

i BT ot v S S R S R R g 20g
- Verde brilnante ... 0,0125g
= VOIRBINO 08 BB .. omnmanssinis e R S R 0,08g
- Aguadestilada ... 1000,0 ml

O meio foi pesado, diluido em agua e aquecido até total dissolucdo. Apds foi

autoclavado a 121°C por 15 minutos (pH 6,9 + 0,2).

Triplice Agar Ferro(TSl)

- EXtrato de Carne ... 39

- EMrato & [BVeAUra ... iaisismaimiasimmmss i ansseiiverei 3g
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m OB 5ot iiisiuiiaiis s tan ssmmmnamnn o p s R R SR O S RN R S 15g

ProleosePRDONE ..o e s e S R A 5g
- Dextrose ................... RO SR 19
o LAOBE v R R R S R R e e B 10g
SOOI oo B A A S 10g
= SUlfato fErTOSO. ... ...oiiiiii e 0,29
~ 'GlOIBOAS SO0 v canninras s R e 5g
= TIOSSUIfato d@ SO0, . ..o, 0,3g
- Vermelhodefenol............. e 0,0024g
T ——————————— 12g
- AQUA AESHIATE. ... e 1000,0ml

O meio foi pesado, diluido em agua e aqguecido até total dissolugdo. Apos foi
autoclavado a 121°C por 15 minutos (pH: 7,3 + 0,2), distribuidos em tubos de ensaio
(4,5ml) e inclinados para solidificacédo de modo que se obtenha uma base de pelo

menos 2 cm de altura.

Lisina Ferro Agar(LIA)

m POPIONA i s s i e R S RN S NS O 5g
- Extratode levedura............ooooiiiiiiii i 39
«  DBNITOEE. . i S S R 1g
5 15 USIEE Il OO NI TN i vsmosonssorasionssidsosvs e s e s s S AR A K S 10g
«  GITEo 18TIE0 BMONIBGAL. ..o R R s 0,5g
SO B [0 T0 ] = 1o Be [ 127 o |0 T —— 0,04g
- Purpura de bromo CreSOL.........ccooveiiieeiiie et 0,02g
P TR SR P R — 15g
= AQUA AESHIAAR. ... o.eevoeeeeeee e 1000,0ml
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O meio foi pesado, diluido em agua e aquecido até total dissolugéo. Apds foi
autoclavado a 121°C por 15 minutos (pH 6,7 + 0,2), distribuidos em tubos de ensaio
(4,5ml) e inclinados para solidificagdo de modo que se obtenha uma base de pelo

menos 2 cm de altura.

Agar Nutriente

c EXATAO @ CAIME . ... e eeeeeeeeeeteaaresrr e e e st e e e e e e s e e e se s aas s e s s e s e aanns 3g
e PEPIONG ...t 5g
5 URIHEE o o555 504505 R 8 RSSO 15g
= AQUE AESHIAAA ... ..o 1000,0ml

O meio foi pesado, diluido em &gua e aquecido até total dissolugdo em seguida
foi autoclavado a 121°C por 15 minutos (pH 6,8 % 0,2). Apds resfriado até a
temperatura de aproximadamente 60°C, adicionou-se a solugéo de antibiético (Nal e ou
Nob).

Abreviacoes

Salmonella ENteritidiS ......ccccuremriencrmnsnrsssasssssmsnsmsssnsssnssnssss s enss s sanssssssases S.E.
Salmonella TYPRIMUIIUM..c.cciecnnnrsssssssnsn s e S.T.
ACIAO NANGIIXICO evereresirssessesssssesessssssssssssssassssssssssasssassmssssssssasnasasssssssssssassssees Nal

NOVODIOCITIA «vevemeeeereressmerasssssassastasssnssasnnssessasasssessssstensstssstasssssnsnnsessannanssssnsss Nob

Resistente @ 4CIA0 NAlAIXICO. ....rurmueurerssssmsssesssssesssssssssssssassssssssssssssssssasesss Nal®

RESIStENE @ NOVODIOCING. ....ceeueerresnseeressssssssssssasssssssssmssasssssasasssasassssasssases Nob"
AGAT MAC CONKEY ..cvevcerererssssnmsssesssssssssssssssasssssssss s sssass s sasssss MC

AGAr HEKEOBN ENEETIC...couuursssursesssssrssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssasssssssssaasaseess HE

Agar Verde BrilNANTE ..........cccowmmmsmmsssssssssssssssssssssssssssssssss s ssseses BGA

Agua Tamponada Peptonada.......coessesssssmmmssssssssssssssssssssssssasssassmssssssess BPW

AQUA PEPLONAUA. c.uerusrssersssessssesssassssssssssssessssssssss s s AP



Triplice SUQAr ifON......cccnmmmmmiiisns s s TSI
LiSina AQar ITON......cocereceeearinnrsnnesarsannsessnssssssssssssnssanssenssssasssnssssnnssssssnsasssesasnses LIA
Caldo de Soja TriptoNa......ccemsssmsisssssnnasesssanissanmsssssassssssnsassnsssssasansssnsnasasssasens TSB
Unidade formadora de COlONI@s.......cccuuresesnmnisssmenssssssssnsssssssassnsssssansnnnassnanas ufc
GIAMA(S) «veererrererssmsssssnssssssrsssssnssssassnssnssnsssasssasanassassssntanssnssssssssssnsssssnssnssansnsanss g
MIIITIETO(S) evvuerseemssssssssssssssensssssnssnssnssnssnsssnssnssssssmsamsssssnssassannasssssssssnssssssnssnnsnses ml
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