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RESUMO

Este presente trabalho relata as atividades que foram desenvolvidas durante o Estagio
Supervisionado Obrigatorio (ESO), iniciado dia 02 de marco de 2020, que foi pausado no dia
19 de marco de 2020 devido a pandemia e retomado dia 24 de agosto de 2020, sendo finalizado
no dia 12 de novembro de 2020 no Laboratério de Analises de Alimentos e Patologia Animal
(LANAPA), onde foi realizado o isolamento, bioquimico e tipificacdo soroldgica de Salmonella
spp provenientes de prope e swab de fundo de caixa, que foram processados no LANAPA no
periodo de marc¢o a setembro 2020, realizado em aves de um dia de vida até 29 dias de vida. A
posterior sorotipagem dos isolados sugestivos de Salmonella spp foi realizada, com envio das
amostras para o laboratorio INTEGRALAB, quando o cliente solicitava. Os dados obtidos a
partir da sorologia para tipificacéo e sorotipagem foram que das 28 amostras positivas, 3,57%
das amostras foram positivas em aves de um a nove dias de vida para Salmonella enterica subsp.
Havana, 46,42% das aves apresentaram amostras positivas para aves com 10 a 19 dias de idade
para Salmonella enterica subsp. enterica sorovar: Anatum, Muenchen, Schwarzengrund,
Minnesota, Ohio, Saintpaul, Entérica e Abany, e 50,0% das amostras positivas foram de aves
com 20 a 29 dias para Salmonella enterica subsp. enterica sorovar: Havana, Anatum,
Muenchen, Schwarzengrund, Newport, Infantis e Meleagridis. 12 subespécies diferentes de
Salmonellas foram identificadas pela sorologia, tipificacdo e sorotipagem, dentre elas estavam
as Salmonellas enterica subsp. enterica sorovar: Abany, Meleagridis, Saintpaul, Infantis, Ohio,
Newport, Minnesota, Schwarzengrund, Muenchen, Anatum e Havana, sendo o sorovar Havana
tido como o mais prevalente. O que alerta para a necessidade de uma melhora na sanidade das
granjas para que haja uma maior qualidade de vida das aves e consequentemente dos produtos
provenientes das mesmas, entregando para 0s consumidores um produto de qualidade.

Palavras-chaves: avicultura; sanidade; salmonella; sorologia; diagnostico.
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ABSTRACT

The present project reports the activities devolved on the Obligated Supervised Internship,
started on march 2, 2020, which was interrupted on March 19, 2020, because of the pandemic
and restarted August 24, 2020, and concluded on November 12, 2020, on Laboratorio de
Anélises de Alimentos e Patologia Animal (LANAPA), place where the isolation was made,
biochemical test and serologic typification of Salmonella spp, whose came from medical shoe
cover and swab from transport's box and processed on LANAPA during March to September
2020 on poultry with one day to 29 days life. After the serologic typification, the suggestive
isolates of Salmonella were sent to INTEGRALAB laboratory when the client requested. The
results obtained from the serology and typification are 28 positive samples, 3,57% of the
samples are positive on poultry between one and nine days of living to Salmonella
enterica subsp. Havana, 46,42% of the samples are positive on poultry between 10 to 19 days
of living to Salmonella enterica subsp. enterica sorovar: Anatum, Muenchen, Schwarzengrund,
Minnesota, Ohio, Saintpaul, Enterica e Abany, and 50,0% of the samples are positive on poultry
between 20 to 29 days of living to Salmonella enterica subsp. enterica sorovar: Havana,
Anatum, Muenchen, Schwarzengrund, Newport, Infantis and Meleagridis. 12 different
subspecies of Salmonella were identified with the sorology and tipification, those were
Salmonellas enterica subsp. enterica sorovar: Abany, Meleagridis, enterica subsp. enterica,
Saintpaul, Infantis, Ohio Newport, Minnesota, Schwarzengrund, Muenchen, Anatum and
Havana, and the Havana serovar being the most prevalent. That alerts to the claim on an
improvement of the sanity of the poultry to develop the quality of life of the poultry and
consequently, the improvement on the products, giving to the consumers a product with quality.

Keywords: poultry; health; salmonella; serology; diagnostic.
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1. CAPITULO |

1.1 INTRODUCAO

Para a elaboracdo do presente trabalho, foi realizado o Est&gio Supervisionado
Obrigatorio (ESO) no Laboratério de Analises de Alimentos e Patologia Animal LTDA
(LANAPA), iniciado no dia 02 de marco de 2020, que foi pausado no dia 19 de margo de 2020
devido a pandemia e retomado dia 24 de agosto de 2020, sendo finalizado no dia 12 de
novembro de 2020, totalizando 420 horas totais sobre a supervisdo do Médico Veterinario
Eduardo Felipe da Costa. Objetivou-se com o presente trabalho relatar a rotina exercida em um
laboratdrio de diagndstico credenciado, obter experiéncia para exercer a profissdo no mercado
de trabalho e colocar em pratica o conhecimento tedrico-pratico adquirido durante o curso de
Bacharelado em Medicina Veterinaria do Departamento de Medicina Veterinaria (DMV) da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

1.2. DESCRICAO DO LOCAL

O LANAPA é um laboratério particular credenciado pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento - MAPA pela portaria 261, de 06 de dezembro de 2019 e acreditado
pelo Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia — INMETRO, nimero de
acreditacdo CRL 0899, localizado na Rua Paes Cabral, N° 228, Bairro do Cordeiro em Recife
— PE. Sua estrutura compreende em: Recepcdo, sala de triagem, sala de sorologia, sala de
bacteriologia, sala de meio de cultura, sala de esterilizacdo, area externa, copa, sala de reuniao,
administracdo e sanitario.

O LANAPA tem como principal objetivo a analise de produtos oriundos de
incubatorios, granjas de frangos de corte, granjas de poedeiras comerciais e granjas de matrizes.
Todos os protocolos seguidos pelo laboratério sdo baseados nas seguintes Instrucées

Normativas (IN) e Portarias:

e Instrucdo Normativa do MAPA N° 20, de 21 de outubro de 2016.

e Instrucdo Normativa do MAPA N° 44, de 23 de agosto de 2001.

e Instrucdo Normativa do MAPA N°57, de 11 de dezembro de 2013.
e Instrucdo Normativa do MAPA N° 78, de 3 de novembro de 2003.
e Portaria do MAPA N° 126, de 03 de novembro de 1995.

e Portaria N° 208, de 20 de dezembro de 1994.

e Norma NBR ISO/IEC 17025:2017
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Sdo realizadas analises tanto de amostras oficiais quanto nao oficiais. Por més, séo
recebidos em média 4650 soros de aves para analise oficial e 1098 amostras para realizagédo do
isolamento de Salmonella spp. As anélises oficiais sdo para o diagndstico de Salmonellas
enterica subsp. enterica sorovar: Gallinarum, Pullorum, Enteritidis e Typhimurium e para
Mycoplasma galisepticum (MG) e Mycoplasma synoviae (MS) presentes no Programa Nacional
de Sanidade avicola — PNSA, para realizacdo dos seguintes testes:

e Diagnostico bacterioldgico realizando isolamento, identificagdo bioquimica e
caracterizacdo antigénica dos sorovares de Salmonella Gallinarum, Pullorum,
Enteritidis e Typhimurium.

e Diagnostico imunoldgico para pesquisa de anticorpos contra Mycoplasma
gallisepticum (MG) e Mycoplasma synoviae (MS) através da técnica de soro
aglutinacdo rapida (SAR).

e Diagndstico soroldgico através de soro aglutinacdo rapida (SAR), pesquisando
anticorpos para a Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Pullorum.

e Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimatica (ELISA) para Mycoplasma gallisepticum

(MG) e Mycoplasma synoviae (MS).

Além dos exames oficiais, credenciados pelo MAPA, também sdo realizados ensaios

nao oficiais sendo estes:

e Analise e diagnostico bacterioldgico para Salmonella spp., Escherichia coli e
Clostridium sp. em swab de fundo de caixas de transporte, swab de arrasto, swab de
cloaca, propé de cama aviaria, 6rgaos ovos comerciais, ovos férteis bicados, material
de cama avidria, cama de ninho e fezes.

e Monitoria sanitaria de incubatdrios, realizando a analise bacteriol6gica e micologica
da &gua, das penugens de pintos de um dia, ovos férteis e do papel que é colocado
nas caixas de transporte de pintos de um dia de idade provenientes de incubatorio.

e Teste de antibiograma.

e Teste de eficiéncia de desinfetante.

e Necropsia de aves.

e Micoldgico de pulmao.

e Analise e diagndstico bacterioldgico de ovos comerciais.

14



e Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimética (ELISA) para Bronquite infecciosa aviaria
(IBV), Doenca infecciosa da bolsa de Fabricius (IBD), Doenca de Newcastle
(NDV), Anemia infecciosa das galinhas (CAV), Pneumovirus Aviario (APV),
Retrovirus Aviario (REO) e Encefalomielte Aviaria (AE).

1.3. DESCRICAO DAS ATIVIDADES DO ESO

1.3.1. Limpeza

A limpeza do laboratorio é feita todos os dias antes do expediente comecar com
hipoclorito de sodio a 1%. As geladeiras e estufas sdo higienizadas quinzenalmente. Para a
avaliacdo da eficiéncia da higienizacéo, € feita a cada 15 dias a exposi¢do de placas em todas
as salas do laboratorio, utilizando placas contendo agar nutriente (AN) para a pesquisa de
bactérias e &gar sabouraud (AS) para a pesquisa de fungos. As placas sdo expostas ao ambiente
durante 15 minutos, incubadas a 35°C a 37°C por no minimo 48 horas para em seguida serem

lidas.

1.3.2. Recebimento das Amostras

As amostras que sdo enviadas para o laboratério passam por uma triagem onde séo
avaliados: acondicionamento, temperatura, documentacdo (Termo de colheita oficial), sua
conformidade com as legislacdes e adequacdo aos procedimentos do LANAPA. As amostras
que estiverem de acordo, sdo identificadas e etiquetadas pelo laboratério. Também é preenchido
um formulario com os dados essenciais do cliente, onde sdo preenchidas, assinadas e arquivadas
permitindo assim a rastreabilidade das amostras, devendo ser guardadas por cinco anos, de
acordo com o que € preconizado pelas portarias N° 126, de 03 de novembro de 1995 e N° 208,
de 20 de dezembro de 1994. Apds a identificacdo as amostras passam para a bacteriologia ou
sorologia.

Quanto aos tipos de amostras, sdo recebidas e analisadas: Propé de cama aviaria, ovos
comerciais, ovos férteis bicados, soro sanguineo, carcaca de frango, meconio, aves mortas,
swab de cloaca, swab de arrasto, 6rgaos (coragdo, figado, bago, ceco, oviduto), farinha de pena,

farinha de viscera, farinha de carne, gordura animal e 6leo de frango.

1.3.3. Preparacéao dos Caldos e Meios de Cultura
Uma vez por semana, todos os meios de cultura sdo preparados para atender o montante
de amostras recebidas na rotina. Para isto, primeiramente é feita a higienizagdo da sala de meio

de cultura com hipoclorito de sodio a 1%, e todos 0s equipamentos que vao ser utilizados sdo
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previamente testados para comprovar sua eficiéncia. Para a autoclave, € utilizado previamente
um emulador quimico (fita que ao atingir 121°C, muda sua colorag¢do) juntamente com um
controle bioldgico para comprovar a eficiéncia da esterilizacdo. A balanca utilizada é calibrada
anualmente por uma empresa pertencente a rede Brasileira de Acreditacdo e acreditado pelo
INMETRO, e uma vez ao més é realizada a verificagdo intermediaria do equipamento utilizando
pesos padrdes de classe F1 (caracterizados segundo a OIML R111 por serem pesos destinados
a verificagéo inicial dos pesos de classe F- e para o uso como instrumento de pesagem para a
classe I de preciséo especial e para a classe 11 de alta precisdo), que séo calibrados e certificados.
Para conferir o pH dos meios preparados, € utilizado um pHmetro que, por sua vez, antes de ser
utilizado, é feita a calibracdo utilizando trés solucdes tampdes de referéncia e certificados, onde
é conferido a capacidade do pHmetro de medir pH acido, neutro e alcalino. Apés o teste dos
equipamentos, 0s meios sao feitos a partir das instrucdes do fabricante presentes no rétulo e as
instrucGes presentes na Portaria N° 126, de 03 de novembro de 1995. Apds serem preparados,
os caldos e meios podem ser utilizados imediatamente ou serem armazenados em refrigeragdo

em temperatura entre 2°C e 8°C.

Imagem 1. Caldo tetrationato sendo transferido para os tubos de ensaio.
Fonte: Arquivo pessoal (2020).

1.3.4. Sorologia

A sorologia é um método de triagem bastante utilizado na avicultura para o estudo e
mensuracdo da reacdo antigeno-anticorpo, tendo como objetivo averiguar a producdo de
anticorpos das aves, monitorar a resposta imunoldgica das vacinas utilizadas, adequar o

esquema de vacinagéo das granjas, detectar desafios de campo, etc.
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1.3.4.1. Soro Aglutinacdo Rapida (SAR)

A soroaglutinacdo rapida é um dos testes indireto de triagem utilizado para a pesquisa
de anticorpos para Mycoplasma gallisepticum (MG), Mycoplasma synoviae (MS) e Salmonella
enterica subsp enterica sorovar Pullorum. A SAR é um método qualitativo de elei¢do para a
triagem de animais que apresentam anticorpos anti-micoplasma, sendo considerado um teste
extremamente rapido, sensivel na detec¢do de imunoglobulinas do tipo IgM, e barato quando
comparado a outros métodos (CARDOSO, 2009). Para a realizacdo do teste, utiliza-se o
antigeno comercial da marca INATA®, uma placa de vidro dividida em quadrados de
aproximadamente 3x3 cm, onde, com um micropipetador, séo colocados incialmente em uma
propor¢do de 1:1, 30ul do soro juntamente 30ul do antigeno para serem homogeneizados e
misturados durante dois minutos. O resultado é considerado reagente quando ha formacéo de
grénulos dentro do intervalo de dois minutos. As amostras que forem reagentes na diluicdo de
1:2, véo ser diluidas em 1:4, utilizando 90ul de solugdo salina a 0.85 % com 30ul do soro. As
amostras que forem reagentes nas diluicGes de 1:4 sdo separadas para a realizacdo do ELISA.
A quantidade de soros testados varia de acordo com a idade da ave e para qual doenca esté se
procurando 0s anticorpos, como esté descrita no quadro 1, de acordo com o que é preconizado
pela Instrucdo Normativa do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) N°
44, de 23 de agosto de 2001.

Quadro 1. Quantidade de amostras de soro necessarias para realizar a Soro aglutinagdo rapida (SAR)
frente a MG, MS e Salmonella Pullorum (SP) de acordo com a idade das aves.

Idade das aves Ne de soros para | N° de soros para | Numero de soros
MG MS para SP*
12 Semanas 300 100 100
Inicio de producdo (5%) 150 100 500
A cada 3 meses 150 100 100

*Salmonella Pullorum, a SAR € realizada apenas em aves que ndo sdo vacinadas.
. . 5 .

I
L ;2 _ = = Y
Imagem 2. Amostras de SAR reagentes e ndo reagentes. += Amostra reagente; - = Amostra ndo reagente.

Fonte: Arquivo pessoal (2020).
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1.3.4.2. Ensaio de Imunoabsor¢ao Enzimatica (ELISA)

E um método de diagnostico que se destaca, devido a sua elevada sensibilidade e
especificidade, baseando-se na reacdo entre antigeno-anticorpo, sendo monitorada por medida
da atividade enzimatica, detectando quantidades extremamente pequenas de antigenos ou
anticorpos, podendo ter elevada precisdo se 0s reagentes e 0s parametros utilizados forem
padronizados. Dentre suas vantagens, destaca-se a utilizacdo de reagentes estaveis, poder ser
adaptado tanto para testes simples como para automacéo sofisticada, podendo ser empregado
com uma variedade de sistemas de deteccdo, que vao de leituras visuais a fotométricas, com
substratos coloridos, fluorescentes ou luminescentes, etc.

Para a realizacdo do teste, sdo adquiridos kits comerciais especificos para cada doenca
que € diagnosticada pelo LANAPA, onde cada kit contém placas que foram previamente
impregnadas com antigenos inativados do patdgeno. Primeiramente é realizada a dilui¢do de
1:500, onde se utiliza 1ul da amostra com 500ul da solucdo diluente para assim, serem
colocados na placa impregnada com o antigeno. A placa é colocada para descanso por 30
minutos, neste periodo, se houver anticorpos contra o patégeno procurado no soro, havera
ligacdo do mesmo com o antigeno impregnado presente na placa, formando um complexo
antigeno anticorpo. Apds os 30 minutos, € feita a lavagem da placa onde os orificios que néo
tiverem gerado o complexo antigeno anticorpo serdo removidos. Ap6s a lavagem, é adicionado
0 reagente conjugado, que é marcado com uma enzima cuja funcdo € de se ligar aos anticorpos
gue atuam no patdgeno. Este processo acontece em um intervalo de 30 a 60 minutos,
dependendo do kit utilizado. Apds este periodo, é feita outra lavagem da placa para remover o
conjugado ndo reativo, para em seguida, adicionar o substrato tamponado, este contém um
tamp&o com cofatores enzimaticos responsaveis por alterar a cor do orificio que tiver a presenca
de anticorpos, também variando sua duracdo de 15 e 30 minutos para ocorrer a reagao,
dependendo do kit utilizado. Por fim é adicionada a solucdo de interrupcdo com a finalidade
de parar a reacdo e conseguir medir a absorbancia a partir da mensuracdo dos titulos de

anticorpos utilizando um espectrofotometro.

1.3.5. Isolamento e sorotipagem de Salmonella

No Brasil, 0 método de isolamento e sorotipagem para Salmonella spp., de amostras
oficiais e ndo oficiais é preconizado no Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA) pela
portaria N° 126, de 03 de novembro de 1995 denominado "método microbiologico
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convencional”. Este método por sua vez é dividido em cinco etapas: pré-enriquecimento,

enriquecimento seletivo, plagueamento, testes bioquimicos e sorotipagem.

1.3.6. Teste Micoldgico de Pulméo

O micologico de pulmao € um teste ndo oficial realizado pelo LANAPA para a pesquisa
qualitativa de fungos, onde é retirado da carcaca da ave que foi enviada, um fragmento do
pulmao para serem plaqueado em &gar sabouraud (AS), que por sua vez sdo incubados em estufa
entre 35°C a 37°C por 72 horas, para posteriormente ser realizada a leitura.

1.3.7. Monitoria

A monitoria é feita nos incubatdrios uma vez no més, onde preferencialmente um dos
médicos veterinarios do laboratério vai para o incubatério e realiza testes ndo oficiais para
diagnostico, dentre eles estdo: o teste de exposi¢do de placa contendo meios de cultura, teste de
imprint da casca dos ovos em placas contendo meio de cultura, andlises bacterioldgicas: da
agua, do desinfetante, de penugem e de papel.

1.3.7.1. Exposicdo de Placa

Séo utilizadas placas que contém agar nutriente (AN) para a pesquisa de bactérias e agar
sabouraud (AS) para a pesquisa de fungos, onde sdo expostas em pontos de controle para
confirmar a eficiéncia da higienizacéo do local. As placas sdo colocadas abertas em salas como:
sala de incubacdo, sala de pré-aquecimento, sala de eclosao, dentro das maquinas de incubacéo,
sala de papel e na sala de vacina durante 15 minutos. Além das placas abertas, é colocada no
ambiente uma placa controle fechada e lacrada, para determinar se houve contaminagdo do
meio no laboratorio, enquanto estava sendo produzido.

Ao chegarem ao laboratério, as placas sdo incubadas em estufa com 35°C a 37°C por
48 horas, e posteriormente sio lidas. E verificada a presenca ou auséncia de bactéria e fungo

nos respectivos agares citados acima, sendo uma andlise quantitativa.

Imagem 3. Exposicdo de placas com meios de cultura, em incubatorio ao lado da placa controle.
Fonte: Arquivo pessoal (2020).
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1.3.7.2. Coleta de Papel e Penugem

Sédo coletados em média no minimo um grama do papel que fica armazenado na sala de
papeéis e um grama de penugem presentes nas maquinas de nascimento, utilizando um saco
plastico estéril e uma tesoura também esterilizada, para a realizacao do teste micoldgico a partir
do papel e da penugem, onde € pesquisando apenas a presenca de fungos que podem ser

observados macroscopicamente.

Imagens 4 e 5. Coleta de papel e de penugem, respectivamente.
Fonte: Arquivo pessoal (2020).

Ao chegar ao laboratorio, tanto a penugem quanto o papel sdo pesados individualmente
em uma balanca previamente calibrada, retirando um grama de penugem e um grama de papel,
que sdo colocados separadamente em sacos plasticos estéreis e adicionados em cada um, 10 ml
de &gua peptonada a 1%.

O saco plastico estéril contendo o papel com agua peptonada a 1% é levado para uma
cabine de seguranca bioldgica e utilizando um pipetador, sdo retirados 1 ml e colocado em uma
placa estéril, onde seré adicionado 15 ml de agar sabouraud. O processo é repetido desta vez
utilizando 0,1ml. O método utilizado neste caso ¢ o “método pour plate”, onde as placas sdo
incubada em estufa a 35°C por no minimo 48 horas, posteriormente as placas sao lidas.

O mesmo processo € utilizado para as penugens, utilizando o “método pour plate” onde
a saco contendo a penugem com agua peptonada a 1% é levado para uma cabine de seguranca
bioldgica, retirados 1 ml da &gua e colocado em uma placa estéril, onde sera adicionado 15 ml
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de &gar sabouraud. O processo é repetido utilizando 0,1ml. Ap6s no minimo 48 horas em estufa
a 35°C, em seguida as placas sao lidas.

1.3.7.3. Analise Bacterioldgica da Agua e Analise do Desinfetante

A agua a ser analisada é proveniente das torneiras dos incubatorios, para a coleta,
primeiramente a torneira é aberta e os primeiros mililitros sdo desprezados para em seguida a
agua ser colocada em um frasco esterilizado. Ao chegar no laboratério, é feita a anélise de
coliformes totais utilizando o nimero mais provavel, onde a agua coletada é colocada em trés
tubos com trés diluicGes diferentes (10ml, 1ml e 0,1ml) contendo caldo verde brilhante e o tubo
de Durhan para identificar a formacdo de gas. A amostra fica por 48 horas a 35°C e é positiva
se apobs as 48 horas o caldo ficar turvo e houver a presenca de gas no tubo de Durhan. Caso seja
positivo, com o auxilio de uma tabela, é verificado o nivel de contaminacéo da agua de acordo
com a quantidade de tubos que forem positivos para a presenca de coliformes nas diferentes
diluicdes.

Para testar a eficiéncia do desinfetante, primeiramente é preparado um pool de bactérias
em dois mililitros de solucdo salina a 0,85%. O desinfetante, por sua vez, é diluido previamente
de acordo com a recomendacdo do fabricante. Sdo separados quatro tubos para diferentes

diluicBes. Séo feitas as diluicdes:
Tubo 1: 9,9 ml de solucdo salina a 0,85% para 0,1 ml do pool de bactérias,
Tubo 2: 9,7 ml da solucdo salina a 0,85% para 0,3 ml do pool de bactérias.

Tubo 3: 1 ml do desinfetante diluido para 1 ml do pool de bactérias retirado do tubo contendo

0,1 ml do pool de bactérias (tubo 1).

Tubo 4: 1 ml do desinfetante diluido para 1 ml do pool de bactérias retirado do tubo contendo
0,3 ml do pool de bactérias (tubo 2).

Os tubos 3 e 4 séo agitados e sdo aguardados entre 20 a 40 minutos. Apos este periodo,
sdo separadas duas placas de petri, uma para ser adicionado 1 ml da solucéo do tubo 3 e uma
para ser adicionado 1 ml da solucgdo do tubo 4. Em seguida ¢ adicionado nas duas placas agar
nutriente a 35°C e as placas sdo incubadas entre 36°C a 37°C por 24 a 36 horas. Apos a
incubacdo, é realizada a leitura das placas. Se houver crescimento de col6nias nas placas, 0

ensaio é considerado positivo.
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1.3.7.4. Teste de Contato dos Ovos

Para este teste, sdo utilizadas placas contendo agar nutriente (AN). Apos a higienizacao
das maos com alcool a 70%, sao escolhidos quatro ovos de lotes pré-determinados pelo médico
veterinario do local, e é feito o imprint da casca do ovo das regides do apice, base e média, em
placas contendo &gar nutriente, com o objetivo de pesquisar a presenca de leveduras. Ao chegar
ao laboratdrio, as placas sdo mantidas por 24 horas em uma estufa de 35°C, ap0s este periodo

é feita a analise quantitativa da presenca de leveduras.

.
Imagem 6. Teste de contato dos ovos.
Fonte: Arquivo pessoal (2020).
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2. CAPITULO II

DESCRICAO DE CASO: ISOLAMENTO E TIPIFICAQAO SOROLOGICA DE
SALMONELLA spp PROVENIENTES DE MATERIAIS AVICOLAS, PROCESSADOS
NO LANAPA NO PERIODO DE MARCO A SETEMBRO DE 2020.

2.1. REVISAO DE LITERATURA

Segundo a Embrapa (2019), em 2019 foram produzidos no Brasil aproximadamente
13,245 milhdes de toneladas de carne de frango, tornando o Brasil o 3° maior produtor de carne
de frango do mundo, sendo 68% da producéo voltada para mercado interno e 32% voltados para
a exportagdo. Quanto o ranking mundial voltado para exportacdo, o Brasil ocupa o 1° lugar
tendo em média 4,2 milhdes de toneladas de carne de frango produzidas sendo exportadas. Ja
no mercado de ovos, em 2019 foram produzidas 49,055 bilh6es de unidades, tendo 99,59% da
producdo voltadas para 0 mercado interno e 0,41% voltados para a exportacao (sendo em média
7,698 mil toneladas de ovos exportados).

InfeccBes alimentares tem se enquadrado nos ultimos anos, como um grande problema
de salde publica, devido as ocorréncias de contaminagdo alimentar por microrganismos
patoldgicos (ANDRADE, 2010). No caso, infeccdes alimentares ocasionadas por Salmonella é
considerado um problema de escala mundial para a satde publica (Rodrigues, 2002). Estima-
se que infeccdes por Salmonella causem mais de 90 milhdes de casos de diarreia por ano em
todo 0 mundo, sendo 85% dos casos associados a alimentos (CHLEBICZ, 2018).

A Salmonella é uma bactéria que pertencente a familia Enterobacteriaceae, sendo
caracterizadas em um género de duas espécies: Salmonella enterica, com 2.610 sorovares, e
Salmonella bongori, com 23 sorovares. A espécie enterica é subdividida em seis subespécies
sendo elas: enterica, salamar, arizonae, diarizonae, hutnae e indica (BRASIL, 2011). Séo
caracterizadas por se tratarem de bacilos, Gram negativos, ndo esporulados (BARATTO, 2012),
moveis em sua grande maioria com excecao dos sorovares Pullorum e Gallinarum que nao
apresentam motilidade (ICMSF, 1996). Destas, a espécie enterica subespécie enterica sdo
consideradas as mais importantes, contemplando os sorovares: Gallinarum (biovares
Gallinarum e Pullorum) e ainda Enteritidis e Typhimurium (BRASIL, 2011)

Essa bactéria em aves pode causar trés enfermidades, a pulorose causada pela
Salmonella Pullorum, o tifo aviario causado pela Salmonella Gallinarum que sao sorovares que
ao serem consumidos ndo afetam a satde humana, mas podem causar perdas significativas na
indUstria de producdo. A outra enfermidade €é o paratifo aviario que tem como agente causador

em destaque a Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhimurium (BRASIL, 2011).
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A pulorose é uma enfermidade causada pela S. Pullorum e pode afetar aves de qualquer
idade, porém é mais comum nas trés primeiras semanas, provoca alta taxa de mortalidade e
refugagem em pintainhos e a principal forma de disseminacgéo € a transmissao vertical. O tifo
aviario por sua vez tem como agente etoldgico a S. Gallinarum que € extremamente semelhante
aS. Pullorum (JUNIOR, 2018). Ela se destaca por poder levar a grandes perdas causando queda
na producéo, alta mortalidade (podendo chegar a 40 a 80%) sendo as aves adultas mais
susceptiveis podendo apresentar apatia, prostracdo, anorexia, dispnéia, anemia e diarreia
amarelo-esverdiada (JUNIOR, 2018). A terceira enfermidade é o paratifo aviario que tem como
agente causador qualquer outro agente que ndo foi citado anteriormente, mas pode ser destacado
a Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhimurium, neste caso ao ser consumido um alimento
contaminado os humanos podem adoecer (CORREA, 2020).

Alguns sorovares de Salmonella estdo mundialmente disseminadas, como € o caso de
Salmonella sorovar Enteritidis e Salmonella sorovar Typhimurium, que sdo os principais
sorovares encontrados em infeccdes de humanos em todos os continentes, em uma proporgao
geral de 43,5% e 17,1%, respectivamente. Outros sorovares, como Salmonella sorovar Infantis
também apresentam distribui¢cdo mundial, mas com menor prevaléncia (HENDRIKSEN, 2011).
A Salmonella sorovar Minnesota j& foi relatada como um dos cinco principais sorovares
encontrados em carne de frango no Brasil, entre 2007 e 2011 (COSTA, 2013). Segundo Oliveira
(2016), em sua pesquisa foi isolado em alimentos de origem avicola, ambiente de abate,
abatedouros e estabelecimentos comerciais um total de 59 sorovares de salmonella enterica no
estado de Goias, e foram destacadas algumas subespécies como: Schwarzenground (45,76%),
Anatum (10,16%), Infantis (3,38%),Newport (3,38%), Saintpaul (3,38%) e Ohio (1,69%). Scur
(2014) pesquisou Salmonella em swab de arrasto de galpdes de granjas de aves, de cloaca de
frangos de corte e de racdo entre o periodo de 2006 a 2010, no estado do Paran4, e identificaram
o0s sorovares Enteritidis (16,1%) e Saintpaul (4,2%).

De acordo com Silva (2012) as contaminagGes em alimentos acontecem por meio de
agentes quimicos, fisicos e biologicos. Produtos agricolas ndo processados, como hortalicas e
frutas, e os alimentos de origem animal, como as carnes cruas, o leite e 0s ovos sao veiculos
frequentes de Salmonellas. A contaminacdo de origem fecal é geralmente a fonte para os
produtos agricolas, pela exposicado a agua contaminada. Segundo o Ministério da Saude para o
leite e 0s ovos, por meio da exposicao direta; e para a carne, usualmente durante as operacgdes
de abate. Seu principal reservatorio € o trato gastrointestinal (TGI) do homem e animais, entre

a Ultima categoria destaque para as aves. E uma bactéria transmitida principalmente por
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consumo de produtos de origem avicola contaminados (RINCON, 2011). Além disso, é
amplamente difundida na natureza e pode ser encontrada em todos os elos da produgéo de aves
(BARATTO, 2012).

Ao ser ingerida, a bactéria Salmonella penetra e passa pela camada epitelial intestinal,
atinge e penetra na camada onde as células epiteliais estdo ancoradas (Iamina prépria), e se
multiplicam. As células de defesa do sistema imunoldgico como macréfagos e mondcitos
fagocitam essas bactérias, ocasionando uma resposta inflamatdria. Neste caso, ocorre uma
infeccdo na mucosa intestinal, resultando em uma diarreia aquosa. Vale ressaltar que para
ocorrer uma gastroenterite, € necessario que seja ingerida uma quantidade significativa do
nimero de Salmonellas e depende também do sorotipo, alcancando a dose infectante
(SHINOHARA, 2008).

Para a realizacdo do diagndstico de Salmonella, o Programa Nacional de Sanidade
Avicola (PNSA) recomenda como teste de monitoramento dos plantéis, a detec¢do de
anticorpos anti-Salmonella por meio de provas de SAR, aglutinacdo lenta em tubos,
microaglutinacdo e como teste de diagnéstico confirmatorio o isolamento e identificacdo de
Salmonella por bacteriologia convencional e métodos moleculares. O PNSA, regulamentado
em 1994, estabeleceu o controle permanente de Salmonella em aves destinadas a reproducéo e
em incubatorios e, além destes, o controle eventual em frangos de corte e poedeiras comerciais
(BRASIL, 2009)

De acordo com a Instrucdo Normativa N° 20, de 21 de outubro de 2016, ndcleos de
frangos ou perus de corte que apresentarem aves positivas para Salmonella deverdo realizar:
fermentacdo das camas de todos os aviarios do nucleo ou outro tratamento aprovado pelo
Departamento de Salde Animal - DSA/SDA/MAPA, capaz de inativar as Salmonellas;
remocao e descarte de toda a cama e do esterco do ndcleo ap6s o tratamento previsto na
legislacdo, sendo proibida a reutilizacdo no alojamento de aves; limpeza e desinfeccdo das
instalacOes e equipamentos apds a remocao de toda a cama e esterco do aviario; adogéo de vazio
sanitario de no minimo, de quinze dias depois de concluidos os procedimentos de limpeza e
desinfeccéo dos galpdes; e investigacdo para identificar a fonte de infeccdo e as vias de
transmissdo para as aves, bem como adogdo de um plano de agédo para prevengdo de novas
infeccBes (BRASIL, 2016). Sendo de responsabilidade do médico veterinario a comprovagéo
da realizacdo desses procedimentos para o Servigo Veterinario Oficial (SVO).

O PNSA exige como medida de biosseguranca e controle sanitéario o sacrificio ou abate

sanitario das aves reprodutoras de linhagem puras, bisavds e avds positivas para Salmonella
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Gallinarum, Salmonella Pullorum, Salmonella sorovar Enteritidis e Typhimurium. Em matrizes
é permitido o controle para Salmonellas paratificas, como é o caso das Salmonella enterica
subsp. enterica sorovares Typhimurium e Enteritidis) através de antibioticoterapia e vacinagédo
(ALCANTARA, 2015)

2.2. DESCRICAO DO CASO

Foi feito um levantamento dos resultados que foram positivos para os sorovares de
Salmonella, de materiais avicolas exigidos no PNSA enviados para o LANAPA durante o
periodo de margo a setembro de 2020, sendo estes Propé de cama aviaria, 0vos comerciais, 0vos
férteis bicados, soro sanguineo, carcaca de frango, meconio, aves mortas, swab de cloaca, swab
de arrasto, 6rgdos (coracdo, figado, baco, ceco, oviduto), farinha de pena, farinha de viscera,
farinha de carne, gordura animal e 6leo de frango. No total, foram 28 isolados positivos neste
periodo provenientes de propés e swab de fundo de caixa.

Para diagnosticar a Salmonella, foi feito o isolamento, bioquimico, tipificacdo
soroldgica de diversas amostras oficiais enviadas ao LANAPA, e a posterior sorotipagem dos
isolados positivos para Salmonella spp., com envio das amostras para o laboratorio
INTEGRALAB, quando o cliente solicitava. Ao chegarem ao laboratério, segundo a Instrucdo
Normativa do MAPA N° 20, de 21 de outubro de 2016, as amostras devem estar bem
acondicionadas, em temperatura entre 2°C a 8°C e apresentarem no seu formulario de coleta no
minimo: namero do formulério de coleta, 0 nimero do lacre da amostra, a data da coleta da
amostra, 0 Municipio e Unidade Federativa (UF) do estabelecimento avicola, identificacdo do
estabelecimento avicola, o nimero de registro do estabelecimento avicola no Servico
Veterinario Oficial (SVO), a identificacdo da empresa integradora ou cooperativa (quando
houver), o nome do proprietario do estabelecimento avicola, o cadastro de Pessoa Fisica (CPF)
ou Cadastro Nacional de Pessoa Juridica (CNPJ) do proprietario (quando for o caso), a
identificacdo do nucleo de origem das aves e 0 numero total de galpdes existentes no ndcleo, a
identificacdo do galpdo amostrado, a idade das aves, o tipo de ave: frango ou galinha, o tipo e
quantidade de amostras coletadas, 0 meio de conservacéo utilizado e a identificagdo e assinatura
do médico veterinario. Se estiverem de acordo, as amostras sao identificadas e etiquetadas pelo
laboratdrio para ser realizado o isolamento, que € dividido em cinco etapas: pre-enriquecimento,

enriquecimento seletivo, plagueamento, testes bioquimico e sorologia para tipificagéo.
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2.2.1. Pré-enriquecimento

Foi realizado de swab de fundo de caixas de transporte, swab de arrasto, swab de cloaca
e propé de cama aviaria sdo as amostras que necessitam do pré-enriquecimento, etapa realizada
para recuperar células injuriadas. Para isto, é adicionado ao material agua peptonada 1% para
ser incubado em temperatura de 35°C a 37°C entre 18 a 24 horas, para em seguida ir para a

etapa de enriquecimento seletivo.

2.2.2. Enriquecimento

Para os Orgaos coletados (coragdo, figado e bacgo), ¢ feito o enriquecimento néo seletivo
homogeneizando o material e inoculando proporcionalmente 2g em 20ml de caldo de infusédo
de cérebro e coracdo (BHI) para serem incubados entre 35°C a 37°C por 18 a 24 horas. Para o
enriquecimento seletivo, o material € homogeneizado e é colocado proporcionalmente 2g em
20ml de caldo Tetrationato e 0,2g em 20ml de caldo Rappaport-Vassiliadis, para serem
incubados em temperatura de 42°C a 43°C por 18 a 24 horas.

No caso de ovos comerciais, primeiramente é feita a desinfec¢do da casca do ovo
utilizando alcool a 70%. O ovo é aberto e a gema é separada da clara para ser homogeneizada
em um saco plastico estéril ou stomacher, para ser transferido proporcionalmente 10ml em
100ml de caldo BHI. As amostras sdo incubadas entre 35°C a 37°C por 18 a 24 horas.

Para os ovos férteis bicados, também € feita a desinfeccdo da casca do ovo com alcool
a 70%, para assim coletar dos pintos separadamente um pool de 6rgaos: coracao, figado e baco;
um pool de ceco e um pool de gema, para serem homogeneizados e inoculados separadamente
em uma proporc¢do de 2g em 20ml de caldo Tetrationato e 0,2g em 20ml de caldo Rappaport-
Vassiliadis, para serem incubados em temperatura de 42°C a 43°C por 18 a 24 horas.

Para material de cama aviaria, cama de ninho e swab de arrasto € realizado o
enriquecimento n&o seletivo, homogeneizando o material e inoculando proporcionalmente 2g
em 20ml de caldo de infusdo de cérebro e coragdo (BHI) para serem incubados entre 35°C a
37°C por 18 a 24 horas. Para o enriquecimento seletivo, o material € homogeneizado e é
colocado proporcionalmente 2g em 20ml de caldo Tetrationato e 0,2g em 20ml de caldo
Rappaport-Vassiliadis, para serem incubados em temperatura de 42°C a 43°C por 18 a 24 horas.

Fezes passam apenas pelo enriquecimento seletivo, onde o material € homogeneizado e
é colocado proporcionalmente 2g em 20ml de caldo Tetrationato e 0,2g em 20ml de caldo

Rappaport-Vassiliadis, para serem incubados em temperatura de 42°C a 43°C por 18 a 24 horas.
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2.2.3. Plaqueamento

A etapa seguinte é a do plaqueamento, onde, segundo 0 MAPA devem ser utilizados no
minimo dois meios de cultura seletivos para Salmonella spp. No caso do LANAPA, os agares
que sao utilizados podem ser 0 agar MacConkey, o dgar Hecktoen e/ou o agar Verde Brilhante
(AVB).

A partir dos caldos de enriquecimento seletivo e ndo seletivo, utilizando uma alca
descartavel, sdo feitas estrias em placas contendo um dos trés agares citados para serem
incubados a 35°C a 37°C por 18 a 24 horas. Apds este periodo ¢ feita a leitura das placas,
procurando por colbnias caracteristicas de Salmonella, que variam suas caracteristicas
fenotipicas de acordo com o &gar utilizado, como é descrito no quadro 2. Caso as placas
apresentem elevado grau de contaminacdo, é feito o re-isolamento, selecionando col6nias
caracteristicas para Salmonella e estriando novamente nas placas contendo um dos trés agares
citados para serem novamente incubados a 35°C a 37°C por 18 a 24 horas. As colbnias que
forem suspeitas para Salmonella séo submetidas aos testes bioquimicos.

DESCARTE

Imagem 7. Etapa do plaqueamento a partir do caldo Tetrationato e caldo Rappaport-Vassiliadis.
Fonte: Arquivo pessoal (2020).

Quadro 2. Caracteristicas das coldnias suspeitas de Salmonella spp de acordo com o agar utilizado.

Agar Colbnias Suspeitas
Agar macconkey Coldnias pequenas, incolores e translicidas
Agar hecktoen Colbnias verde azuladas com ou sem centro negro
Agar verde brilhante Col6nias rosaceas, transllicidas ou ligeiramente opacas

2.2.4. Testes bioquimicos

As coldnias que forem suspeitas de Salmonella spp na etapa de plagueamento passam
para a proxima etapa que sao o0s testes bioquimicos, onde as colbnias sdo repicadas em: agar
triplice acucar ferro (TSI), &gar lisina descarboxilase (LIA), sulfeto indol motilidade (SIM) e

caldo ureia. Além destes, a amostra também é adicionada em &gar nutriente para caso seja
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necessario, ser possivel utilizar as colénias suspeitas na proxima etapa. Os meios de cultura séo
incubados a 35°C a 37°C por 18 a 24 horas, para em seguida serem interpretados, onde seréo
considerados caracteristicos para Salmonella se 0s quatro meios estiverem como é descrito no
quadro 3, que por sua vez, estad de acordo com o0 que € mencionado na portaria do MAPA N°
126, de 03 de novembro de 1995.

Para o TSI, € necessario realizar trés interpretagdes: Caso a base esteja inalterada:
Significa que a glicose ndo foi fermentada, caso contrario a base torna-se amarela. Se houver
producdo de gas surgem algumas bolhas ou ocorre o deslocamento do meio de cultura. Se a
superficie permanece inalterada ou se torna vermelha: Significa que a lactose e a sacarose ndo
foram fermentadas, se houver fermentacdo, a superficie fica amarela. J& a producdo de H>S se
traduz por escurecimento do meio na juncdo da base com o bisel.

No caso do LIA, nota-se alteracdo na base e na superficie. A base pdrpura e a superficie
parpura: significa que ha presenca de lisina descarboxilase. Caso a base seja amarela e
superficie vermelha ou parpura: Significa que ha auséncia de lisina descarboxilase. A presenca
de H>S se traduz por escurecimento do meio na jungéo da base com bisel.

J& para 0 SIM, A presenca de H>S se traduz por escurecimento do meio no ponto ou ao
redor da picada. O crescimento limitado ao ponto da picada significa que a cepa é imdvel,
enquanto que o crescimento difuso representa motilidade. E a pesquisa de indol sera feita pela
adicdo de algumas gotas do reativo de Kovacs, que se apresentar anel vermelho o teste é
positivo, caso o anel torne-se amarelo, o teste € negativo.

Por fim, para a ureia, se o caldo apresentar a mudanca da cor laranja para vermelho-

cereja indica a presencga de urease.

Quadro 3. Caracteristica de cada bioguimico quando positivo para os sorovares de Salmonella que
constam no PNSA.

Reacao S. Enteritidis e S. Gallinarum S. Pullorum
bioquimica Typhimurium
TSI Base: Amarela com gas | Base: Amarela com gas | Base: Amarela com gas
Bisel: Vermelho Bisel: Vermelho Bisel: Vermelho
Producdo de H>S Producéo de H,S Producdo de H>S variavel
LISINA Parpura Parpura Purpura
SIM Motilidade: + Motilidade: - Motilidade: -
Indol: Amarelo Indol: Amarelo Indol: Amarelo
UREIA Sem alteracdo Sem alteracdo Sem alteracao
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Imagem 8. Bioquimico suspeito de Salmonella spp. *SIM com indol negativo (anel amarelado)
Fonte: Arquivo pessoal (2020).

As amostras que apresentarem o perfil bioquimico compativel com o género Salmonella

spp., passaram para a série bioquimica complementar, onde foram testadas para 16 meios, para

assim identificar a subespécie da Salmonella agrupados no quadro 4.

Quadro 4. Resultado positivo do bioquimico complementar para os sorovares de Salmonellas que

constam no PNSA.

Reacao S. Enteritidis e S. Gallinarum S. Pullorum
Typhimurium
Vermelho de Metila (VM) Vermelho + Vermelho + Vermelho +
\/oges Proskauer (VP) Amarelo - Amarelo - Amarelo -
Citrato de Simmons Azul + Verde - Verde -
Fenilalanina Sem alteracdo - Sem alteracdo - Sem alteracdo -
Lisina Pdrpura + Pdrpura + Purpura +
Arginna Diferentes tipos Amarelo - Diferentes tipos
Ornitina Pdrpura + Amarelo - Purpura +
Caldo base Amarelo + Amarelo + Amarelo +
Malonato Verde - Verde - Verde -
Glicose Amarelo + Amarelo + Amarelo +
Producdo de gas Gas + - Diferentes tipos
Lactose Rosa - Rosa - Rosa -
Sacarose Rosa - Rosa - Rosa -
Manitol Amarelo + Amarelo + Amarelo +
Dulcitol Amarelo + Amarelo +* Rosa -
Maltose Amarelo + Amarelo Rosa -**

(+*) Ocasionalmente pode ser negativo; (-**) Tardiamente positiva.
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4

Imaens 9 e 10. Bioquimico coplementar citados no quadro 4, suspeito de Salmonella.
Fonte: Arquivo pessoal (2020).

2.2.5. Sorologia para Tipificacédo

Caso os isolados fossem positivos na série bioquimica complementar, era feita a
sorologia para tipificacdo através da SAR para a caracterizacdo antigénica das quatro
Salmonellas descritas no PNSA (Salmonella enterica subsp. enterica sorovares Enteritidis,
Typhimurium, Pullorum e Gallinarum). Para a identificacdo dos sorogrupos, sao utilizados: o
soro somatico (O), o soro anti somatico B (O4), o soro anti somatico D (09), o soro anti flagelar
(H:1), o soro anti flagelar (H:2) e os soros antiflagelar: H:g, H:m, H:p e H:g. Cada sorovar possui

uma aglutinagdo especifica, como é mostrado no quadro 5.

Quadro 5. Formulas antigénicas dos soros polivalentes para cada sorovar de Salmonella.

Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Aglutinacéo Positiva
Enteritidis Poli O, 09, H:g e H:m
Typhimurium Poli 0,04, Poli H, H:i, H:2
Gallinarum Poli O, 09
Pullorum Poli O, 09

O antigeno somatico “O” € o primeiro a ser testado por ser o antigeno presente em todas
as espécies de Salmonella, para isto, é adicionada em uma placa de vidro uma gota de solucéo
salina 2% e separadamente uma gota do soro antissomatico O, para acrescentar em cada uma,
uma gota da suspensdo bacteriana. Serdo consideradas positivas, as amostras que apresentarem
aglutinacdo enquanto estdo sendo homogeneizadas dentro de um intervalo de dois minutos.
Apresentando aglutinagdo para o antigeno O, as cepas que forem moveis, testado para o soro
antissomatico B (O4) e o soro antissomatico D (09), repetindo as mesmas etapas utilizadas para
o0 antigeno O.

As cepas que aglutinarem para O4 devem ser testadas para os soros: anti-flagelar H:i, e

anti-flagelar H:2, que quando positivo para os dois € confirmado o diagnostico para Salmonella
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enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium. Neste caso em particular, deve ser observado
se tanto o H:i quanto o H:2 apresentaram aglutinacdo no SAR. Caso apenas um dos dois
apresente aglutinacdo, é necessario fazer com que a fase que ndo apareceu seja expressa para
que o diagnostico seja definitivo. Para isto, € realizada a inversdo de fases, que consiste em
inativar o antigeno que a Salmonella esta expressando e promover a expressao do outro que
esta inativado, para isto, em uma placa contendo agar nutriente semissolido (AN) ou SIM é
adicionado o antissoro para a fase que foi expressa na aglutinacdo juntamente com a cepa, que
é inoculada no centro da placa para ser incubada por aproximadamente 18 horas em uma estufa
de 37°C. Para haver a inversdo de fases, deve ser observado o crescimento difuso da cepa na
placa apds as 18 horas de incubacdo, confirmando que a cepa é positiva para Salmonella
enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium. Caso nao ocorra o crescimento difuso, significa
gue ndo houve inversdo de fases, caracterizando a cepa como monofasica.

Cepas moveis que aglutinarem para O9 devem ser testadas para os soros anti-flagelar:
H:g, H:m, H:p e H:q, se o resultado da SAR for: positivo para H:g e H:m e negativo para H:p e
H:q, a cepa é positiva para Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Enteritidis.

No caso de cepas que aglutinarem para o antigeno O9 e forem imdveis, devem ser
diferenciadas bioquimicamente para Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Pullorum e

Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Gallinarum (quadro 6).

Quadro 6. Diferenciacéo bioquimica de Salmonella enterica subsp. enterica sorovares Pullorum
e Gallinarum.

Diferenciacdo bioquimica Sorovar Pullorum Sorovar Gallinarum
Producéo de HzS (TSI) Variavel H>S Positivo
Fermentacdo do dulcitol Rosa Amarelo
Fermentacdo da maltose Rosa Amarelo
Fermentacdo de glicose/gas Diferentes tipos Negativo
Descarboxila¢do da Ornitina Purpura Amarelo
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Imagem 11. Fluxograma referente a sorologia para tipificacdo de Salmonella.
Fonte: Arquivo pessoal (2020).

Todas as amostras que forem positivas para Salmonella, na tipificacdo sorolégica séo
adicionadas em agar nutriente (AN) para serem enviadas para o Laboratério Federal de Defesa
Agropecuéria (LFDA), localizado em S&o Paulo, responsavel por receber todas as amostras
positivas para Salmonella e armazena-las. A pedido de cada cliente do laboratério, caso as
amostras enviadas sejam positivas para Salmonella spp, a cepa é enviada para outro laboratério
(INTEGRALAB), que realiza a sorotipagem para saber exatamente qual é o sorovar da

Salmonella.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo de coleta de dados para o presente trabalho, ndo houve nenhuma amostra
positiva para 0s quatro sorovares de Salmonellas descritos no PNSA, porém, foram
identificadas 28 amostras positivas para outros sorovares de Salmonella, que estao descritos no
gréfico 1, de acordo com a idade das aves (1-9 dias, 10-19 dias e 20-29 dias) provenientes de
amostras de propés e swab de fundo de caixa. Os resultados obtidos a partir da sorotipagem
realizada pelo INTEGRALAB foram que, 3,57% das amostras foram positivas em aves de um

a nove dias de vida para Salmonella enterica subsp. Havana (Fi=2), 46,42% das aves
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apresentaram amostras positivas para aves com 10 a 19 dias de idade para Salmonella enterica
subsp. enterica sorovar: Anatum (Fi=10), Muenchen (Fi=3), Schwarzengrund (Fi=3),
Minnesota (Fi=3), Ohio (Fi=1), Saintpaul (Fi=1), Entérica (Fi=1) e Abany (Fi=1), e 50,0% das
amostras positivas foram de aves com 20 a 29 dias para Salmonella enterica subsp. enterica
sorovar: Havana, Anatum, Muenchen, Schwarzengrund, Newport (Fi=1), Infantis (Fi=1) e
Meleagridis (Fi=1).

De todos os materiais coletados de acordo com o que é preconizado pela IN do MAPA
N° 78, de 03 de Novembro de 2003, apenas o0s propés e uma amostra de swab de fundo de caixa

obtiveram resultados positivos para Salmonella.

Salmonellas

5 Havana

W5 Anatum

& 5. Muenchen

B 5 Schwarzengrund

B 5. Minnesota

5. Newport
3 w5 Chio

2 5. Infantis

m oo O o= = 3 o 5 0

B 5. Saintpaul

W5 Enferica subsp. Enterica

1-3D 10 - 19D 30 - 79D . Meleagridis

Idade das aves (D) m 5 Abany

Grafico 1. Sorovares de Salmonellas presentes em materiais avicolas, processados no LANAPA de
marco a setembro de 2020, de acordo com a idade do lote de aves.

De todas as amostras positivas, duas coisas importantes devem ser ressaltadas, primeiro
gue apenas a amostra positiva em aves de um a nove dias foi proveniente de swab de fundo de
caixa de transporte das aves e esta mesma amostra € a Unica que pertence a uma granja de
matriz, todos os outros resultados foram provenientes de propés que foram coletados em granjas
de frangos de corte. Este resultado se deu devido ao nivel de biosseguridade presente nas granjas
de aves de matriz, que sdo muito mais criteriosas quando comparadas as granjas de aves para
corte, 0 que consequentemente diminui a incidéncia de patégenos na granja.

Quanto aos materiais analisados, das 28 amostras que apresentaram positividade para

Salmonella, 27 foram provenientes de propés (Salmonella enterica subsp. enterica sorovar:
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Havana (Fi=2), Anatum (Fi=10), Muenchen (Fi=3), Schwarzengrund (Fi=3), Minnesota (Fi=3),
Newport (Fi=1), Ohio (Fi=1), Infantis (Fi=1), Saintpaul (Fi=1), Entérica (Fi=1), Meleagridis
(Fi=1), Abany (Fi=1)) enquanto apenas uma amostra foi proveniente de swab de fundo de caixa
(Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Havana (Fi=2).

No total, 3,57% das amostras foram positivas em granjas que possuiam aves de um a
nove dias de vida, 46,42% das granjas apresentaram amostras positivas para aves com 10 a 19
dias de idade e 50,0% das amostras positivas foram de granjas com aves entre 20 a 29 dias de
idade.

A idade de aves que apresentaram a maior incidéncia de amostras positivas foram as de
20 a 29 dias, que é a idade mais préxima do abate das aves que sdo destinadas para corte, isto
ocorre porque o tempo de incubacdo da Salmonella pode chegar até 21 dias, entdo torna-se mais
dificil o diagndstico da bactéria em aves mais jovens por causa do periodo incompleto da
incubagdo. Segundo o Programa Nacional de Sanidade Avicola o lote que vai ser abatido deve
apresentar resultado negativo para os quatro sorovares de Salmonellas que constam no PNSA.

De acordo com Tessari (2003), no periodo de junho a dezembro de 2002, foram
examinados 130 lotes de pintos de corte recém-nascidos, onde cada lote continha 10 pintainhos.
Os resultados mostraram que dos 130 lotes examinados, 32 (24,62%) apresentaram resultado
positivo para Salmonella, sendo 24 (18,46%) Salmonella Enteritidis e 8 (6,15%) Salmonella
enterica subespécie enterica (O: 9,12). Enquanto Queiroz (2020) relatou que os principais
sorovares isolados em amostras de carcacas de frango na regido Oeste do estado do Parand, no
periodo entre marco de 2017 e fevereiro de 2019 foram a Salmonella Typhimurium, S. Infantis
e S. Minessota que ocorreram em 1,3% das amostras analizadas.

Segundo Falabretti (2019) que pesquisou Salmonella em diferentes substratos de cama
de aviario e em 14 swabs de arrasto, 7,14% foi positiva para Salmonella Havana, 28,57% para
Salmonella Muenchen e a maior prevaléncia foi do sorovar da Salmonella Schwarzengrund
com 35,72%. De acordo com Oliveira (2016), em sua pesquisa realizada no estado de Goias em
alimentos de origem avicola, ambiente de abate, abatedouros e estabelecimentos comerciais
foram identificadas no total 59 sorovares de salmonella enterica subsp. enterica, onde foram
destacadas Schwarzenground (45,76%), Anatum (10,16%), Infantis (3,38%), Newport (3,38%),
Saintpaul (3,38%) e Ohio (1,69%).

Com estes dados podemos observar que apesar de todas as medidas de prevencao
adotadas pelas granjas, as Salmonellas continuam sendo um grave problema para a avicultura

industrial e, consequentemente, para a saude publica, ja que o consumo de carne de frango
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continua crescendo, havendo necessidade de estudos que mostrem a importancia de programas
de controle e prevencdo para Salmonella e se esses sorovares tem importancia para saude

publica.

2.4, CONCLUSAO

De acordo com o presente trabalho, foi identificada a presenca de varios sorovares de
Salmonella em diferentes idades de producédo, porém em apenas dois tipos de amostras oriundas
de aves, pontuando que primeiramente, quanto maior a idade das aves, maior a possibilidade
de ser diagnosticada Salmonella na producéo avicola, e amostras como propés e swab de fundo
de caixa, de todos os materiais analisados como € preconizado pela IN do MAPA N° 20, de 21
de outubro de 2016, séo os que oferecem melhor ambiente para o crescimento de Salmonella,
0 que nos alerta para a necessidade de tanto melhorar a sanidade das granjas quanto a
necessidade de atualizar as instrucdes normativas, que regem todas as normas que as granjas
devem seguir, para que assim haja uma melhora tanto na qualidade de vida das aves quanto na
qualidade dos produtos provenientes das mesmas, entregando para os consumidores um produto

de qualidade.
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