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RESUMO

SANTOS, Elisingela José. Rastreamento da disseminagio de salmonelas em
frangos de corte a partir de alimento naturalmente contaminado. Lavras:
UFLA, 1998. 73p. (Dissertagdo — Mestrado em Ciéncia dos Alimentos)*

Um estudo epidemiolégico da ocorréncia de Salmonella em frangos de
corte foi realizado na Universidade Federal de Lavras, com amostragens
coletadas por um periodo de 43 dias. Este experimento objetivou estudar a
possibilidade da relagdo entre a infecgdo por Salmonella sp e a ingestdo de
alimento contaminado. Foram estudadas 67 amostras compreendidas em
farinhas de came e ossos (10), farelo de soja (1), farelo de milho (1), ragdes (11),
suabe cloacal (11), vesicula biliar (11), intestino (1 1) e carcagas (11). As
amostras da vesicula biliar, intestino e carcagas se originaram de 33 aves
coletadas de acordo com sua alimentagdo. Foi efetuado um controle
microbiolégico e de adulteragdes de ragdes e matérias-primas, avaliando a
qualidade destes produtos através da pesquisa de grupos microbianos
indicadores de contaminagio como contagem de mesofilos, fungos, coliformes
fecais e presenga de Salmonella. Ainda para obtengdo sumaria da qualidade
nutricional das farinhas de came e ossos e detecgio de possiveis adulteragdes,
foi efetuada a analise de microscopia. Utilizaram-se como regra geral para as
analises microbiologicas os métodos descritos pela “American Public Health
Association” APHA, Speck, 1984 com algumas modificagGes. A microscopia foi
realizada de acordo com a metodologia preconizada por A A. FM, 1992. Foram
encontrados nos alimentos das aves os sorotipos S. Senftenberg, S. Infantis, S.
Give e S. Fyris. Nas aves os sorovares presentes se ativeram a S, Infantis, S.
Bredeney, S. Senftenberg e S. Give, sendo que em 72,73% dos grupos de aves,
houve relagdo restrita entre os sorovares identificados no alimento com as
respectivas aves. Nos varios segmentos se comprovou a existéncia de muiltiplas
fontes de contaminagdo na criagdo de frangos de corte.

Comité Orientador: Dra. Eliana Pinheiro de Carvalho — UFLA (Orientadora)




ABSTRACT

SANTOS, E. J. Epidemiological Tracking of Serovars of Salmonella in
Broiler Chickens Through Feed Contamination. Lavras: UFLA, 73p.
(Dissertation - Master Program in Food Science)

An epidemiological survey of the occurrence of Salmonelia serotypes
was conducted at the Universidade Federal de Lavras. The samples were
colleted at interval of 43 days. This experiment was undertaken to determine the
possible Salmonella sp infection of specific broiler groups and its relationship to
the poultry diets. Sixtyseven samples wich consisted of meat and bone meals
(10), soybean meal (1), comn meal (1), rations (11), cloacal swab (11), bile
vesicle (11), carcasses (11) and intestine (11). The samples of bile vesicle,
carcasses and intestine originated from 33 birds collected according to their
feeding. The microbiological and adulteration control of rations and raw
materials in its pose aiming to evaluate the quality of those products through
research into microbial groups wich denote contamination as a count of
mesophiles, fungi, fecal coliforms and presence of Salmonella. Still, for brief
obtaining of nutritional quality of meat and bone meals and detection of possible
adulterations, a microscopic analysis was perfomed. As a general rule for the
microbiologic analyses the methods reported by the American Public
Association- APHA, Speck, 1984 were utilized. Microscopy was achieved
according to the methodology advised by A.A.F.M., 1992. In the feeds of the
birds the following serovars were found: S. Senftenberg, S. Infantis, S. Give and
S. Fyris. In 72.73 % of the groups of birds, there was a close relationship
between thre serovars found in the feeds or feedstuffs and the respective bird.
The presence of the serovar S. Infantis, S. Bredeney, S. Senftenberg and S. Give
in birds can be associated with the intake of contaminated feed. In several
segments, the existence of multiple sources of contamination is confirmed in
broiler prodution.

Guidance Committee: Dr Eliana Pinheiro de Carvalho - UFLA
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1 INTRODUCAO GERAL

Na avicultura, o controle da Salmonella depende de um monitoramento
simultineo, da produgdo dos pintinhos a criagdo, do abate ao processamento de
carcagas.

As aves se infectam por via oral e tem sido grande a especulagio de que
seu alimento funcione como importante veiculo de contaminagdo. Apesar de toda
a énfase mundial concemente ao problema da contaminagdo de ragdes e suas
matérias primas, principalmente as farinhas de origem animal (Silva et al. 1973,
Berchieri Junior et al 1984, Berchieri Junior et al. 1989, Berchieri Junior 1993,
Bangtrakulnonth et al. 1994, Saitanu et al. 1994, Malmqvist et al. 1995, Veldman
et al. 1995) e, em nosso meio, as informagdes ainda sdo exiguas, necessitando de
detalhes sobre a ocorréncia de sorotipos de Salmonella em aves em diferentes
situagBes clinicas e epidemiolégicas e sua relagio com os sorotipos encontrados
nas ragdes e seus constituintes. As possiveis fontes de salmonelas sdo resultantes
das influéncias de fatores exdgenos, particularmente, a veiculagdo através de
ragbes contaminadas, associadas & introdugdo de aves portadoras no plantel ou,
em menor escala, por interferéncia do fendmeno de domiciliarizagio de outras
espécies animais, isto é, cohabitantes nesse nicho ecologico.

As salmonelas sdo microorganismos que possuem mecanismos de
adaptacdo a diferentes hospedeiros e apresentam variabilidade de resisténcia as
condi¢es ambientais, o que lhe confere um extraordinario nimero de fontes de

infe¢do, envolvendo praticamente todo o escalio filogenético dos vertebrados,



alguns dos quais, fonte de proteina animal para o homem.

Em relacdo as salmonelas presentes nas aves, a identificacdo conclusiva do
agente etioldgico propicia o conhecimento dos sorovares de Salmonella no plantel
avicola e também o rastreamento do foco de infecgo, visando,assim, a implantagio de
medidas de controle.

Dentre as medidas cabiveis a adequagdo de um controle de qualidade de
rages e ingredientes, destacam-se a selegdio de matéria prima e peletizagdo (Cox
et al. 1986). Concernente a medidas de controle temos o tratamento quimico,
adigdo de lactose e acidos organicos na ragdo, exclusdo competitiva e vacinagio
de aves (Morishita et al. 1982, Villegas 1993, Bates & Granshaw, 1995, Corrier -
et al. 1997).

Contudo, as medidas profilaticas ou corretivas de combate a salmonelose,
se efetuadas isoladamente, apenas irdo servir para mascarar o problema e a este
respeito varios autores tém sugerido a adogdo do sistema de Andlise de Perigos
em Pontos Criticos de Controle (APPCC) que tratam da questio como um todo
(Saitanu et al 1994, Malmqyvist et al 1995 e Felipe et al 1995).

Assim sendo no presente trabalho foi investigada a dissemina¢io de
sorotipos de Salmonella em frangos de corte a partir de ragdes fabricadas com
farinhas de came e ossos naturalmente contaminadas por este patogeno.



2 REFERENCIAL TEORICO

Resultante da excelente propagacio no meio, as salmonelas conferem
uma das mais problematicas zoonoses para a satide publica em todo 0 mundo, em
razdo da elevada endemicidade, alta morbidade e, acima de tudo, pela dificuldade
no controle.

2.1 Incidéncia, distribui¢io e importincia econémica

Paises da Europa e Estados Unidos tiveram na histéria de sua indistria
avicola um periodo de incertezas quanto i qualidade de seus produtos, tendo
ainda que conviver com a perda da confianga do publico consumidor que, ao
longo do tempo, deixou de ver o produto como forte e saudavel para vé-lo como
estigma de um constante e reiterado veiculo de agentes causadores de
toxinfecgdes alimentares.

Os alimentos de origem animal continuam a ser os principais
responsaveis pela infecgdo humana, entre eles, a carne de aves, ovos e derivados
cameos em geral que em levantamentos recentes tém sido apontados como os
responsaveis pelas salmoneloses humanas.

Dentre as toxinfeccdes alimentares relatadas atualmente, a incidéncia de
salmonelose representa apenas uma pequena fragdo do nimero atual de casos
existentes. O numero de surtos de infecgSes estimados a cada ano tem sido

estimada em 20-100 vezes maior que o niimero de infeccdes relatadas. O nimero



de casos de salmonelose tem aumentado consideravelmente nos EUA, Canada,
Inglaterra e Pais de Gales como citado por Felipe et al (1995).

Chalker & Blaser (1988) realizaram um estudo para levantamento do
nimero de infecgdes por salmonelas através de trés diferentes métodos e
estimaram que devem ocorrer, a cada ano, cerca de 800 mil ou 3 milhdes, ou 700
mil casos em humanos somente nos EUA. No Brasil, segundo Trabulsi &
Pasternak (1981), os registros existentes sdo limitados e ndo permitem a
avaliagao global do problema.

A concentragio demografica em areas urbanas juntamente com a
crescente utilizagdo da mdo de obra feminina na economia formal, provocaram
alteragoes nos habitos alimentares, aumentando substancialmente as ocasides em
que as refeigcdes sdo feitas fora de casa. Tiejtjen & Fung (1995) afirmam que esta
tendéncia tem sido considerada como um dos fatores que mais contribuiram para
o incremento das taxas de toxinfecgdes alimentares, uma vez que de acordo com
Chalker & Blaser (1988) cerca de 40% dos surtos sdo atribuidos ao consumo de
refeigoes em larga escala.

Medidas higiénico-sanitarias s3o necessarias a fim de impedir processos
patologicos, como toxinfecgdes causadas por salmonelas ou outros contaminantes
que poderdo vir a contaminar produtos principalmente de origem animal.

2.2 Patogenicidade

As bactérias do género Salmonella sdo bacilos gram negativos em sua
maioria movéis através de flagelos peritriquios. Sdo microrganismos habeis para
sobreviver e multiplicar-se no ambiente, sendo este um fator importante para sua
transmissdo. O crescimento pode ocorrer em pH de 4 a 8, temperaturas de 7°C a
47°C e atividade de agua acima de 0,94.



Acima de 2000 sorotipos de salmonelas ja foram isolados e
caracterizados. Alguns destes distinguem-se pela adaptacio a hospedeiros
especificos nos quais causam patologias definidas (S. Gallinarum e S. Pullorum
em aves e perus, S. Dublin em bovinos, S. Cholerasuis em suinos, S. Typhi em
humanos). Um segundo grupo destas bactérias adapta-se a diferentes espécies
animais, podendo invadir, estabelecer-se e multiplicar causando infegSes de grau
variavel na sua gama de hospedeiro. Finalmente, um terceiro grupo de
salmonelas, associadas a patologias graves, pode ocorrer em animais domeésticos,
alimentos para o consumo humano e componentes da ragdo animal (Lunge et al,
1996).

S. Pullorum e S. Gallinarum sio dois sorotipos relativamente especificos
das aves, o que no entanto ndo significa que sejam apatogénicas para outras
espécies. Mc Cullough & Eisele (1951) determinaram que uma dose infectante de
1,2 X 10° organismos de S. Pullorum era capaz de produzir sintomas de
toxinfeccdo alimentar em humanos e eram necessario apenas 125.000 organismos
de S. Bareilly para desencadear doenga severa em humanos. Ja Blaser & Newman
(1982) afirmaram que apenas dezessete organismos sdo suficientes para'iniciar

um processo de toxinfecgdo no homem ou dependendo das condicdes apenas um.
2.3 Isolamento de Salmonella sp nas matérias-primas e ragdes

As aves se sifuam entre os mais destacados disseminadores de mfeccdo de
salmonelas, como ji relatado em varios trabalhos no Brasil e exterior, onde
ragGes e seus ingredientes est3o literalmente envolvidos como causa primordial da
veiculagdo de sorovares de Salmonella (Sil.va et al. 1973, Berchieri et al 1984,
Berchieri et al. 1989, Berchieri et al 1993, B@gtrakulnonth et al. 1994, Saitanu
et:al. 1994, Malmqpvist et al. 1995, Veldman et al. 1995).



A literatura concernente  presenca de bactérias patogénicas em produtos
de origem animal conceituam particularmente as farinhas de came e similares
como excelentes veiculadores de microrganismos do género Salmonella aos
animais (Silva et al. 1973, Berchieri et al 1984, Berchieri et al. 1989, Malmqvist
et al. 1995).

Erwin(1955) trouxe um dos primeiros estudos de detecgdo de Salmonella
a partir de “alimentos comerciais preparados” para o consumo de aves. Desde
entdo efetuou-se uma maior conscientizagio do papel das ragdes e subprodutos
como disseminadores da Salmonella na avicultura industrial.

Willians (1981) cita que Salmonella Typhimurium e S, Bareilly isoladas
em alimentos para o consumo de aves ja vém sendo relatadas a mais de quarenta
anos.

Morehouse & Wedman (1961) efetuaram um levantamento sobre os
agentes patogénicos presentes em subprodutos de origem animal e mostraram que
cinco produtos tiveram particular importincia devido 4 alta porcentagem de
amostras positivas para Salmonella. Subprodutos de abatedouro avicola como
ovos, carne, farinha de came e ossos e ragfo canina foram responsaveis por 71%
do total de isolamentos. Os sorotipos que ocorreram com maior freqiiéncia foram
S. Montevideo, S. Senftenberg, S. Typhimurium, S. Cubana, S. Infantis e S.
Oranienburg. Os autores observaram que S. Typhimurium foi o sorotipo que
prevaleceu nos subprodutos avicolas e nas ragdes.

Para se detectar o nivel de contaminagéo por salmonelas em amostras de
farinha protéica animal (farinha de peixe, farinha de penas e farinha de came e
ossos), Willians Junior et al (1969) conduziram um estudo com 311 amostras
analisadas num periodo de 10 meses. Os autores chamaram a atengdo para a
maior freqiiéncia de isolamentos do sorotipo S. typhimurium. A presenca de
Salmonella em lotes de farinha de came foi detectada em 86% das amostras



avaliadas, em 57% das amostras de farinha de penas e em 18% das farinhas de
peixe.

A importancia da came das aves como fonte protéica 4 alimentagdo
humana e o fato de veicularem salmonelas tornando-se fonte de infecgdo ao
homem, foi destacado por Berchieri Junior et al (1983) em estudo sobre a
presenga da Salmonella em amostras de farinha de origem animal destinada 3
fabricagio de ragdo. A percentagem de amostras positivas na farinha de came foi
de 14% e nas farinhas de penas 4%, sendo que as demais matérias-primas
(farinha de sangue, farinha de peixe, farinha de ostra, farinha de ovo e farinha de
visceras) apresentaram um percentual de positividade baixo.

Berchieri Junior et al (1984) também isolaram e identificaram salmonelas
em matérias-primas de ra¢des de origem animal. Foram analisadas amostras de
farinha de came, de penas e visceras e de ossos autoclavados, oriundas de trés
diferentes fabricas de ragdo do estado de Sio Paulo onde 38% das amostras
examinadas estavam contaminadas com salmonelas.

Em nivel de granja avicola comercial, Berchieri Junior et al (1989)
isolaram vinte e dois sorotipos de salmonelas em amostras de farinhas de came,
ragdo, cama das aves e fezes de rato. A constatacdo da presenga de 19 sorotipos
de Salmonella em uma amostra de farinha de came levou os autores a considera-
la como o principal agente contaminante. A presenca de Salmonella em fezes de
ratos coletadas na fabrica de ragdo anexa a granja sugerem uma outra fonte
potencial de introdugio da bactéria no ambiente de criagdo. Os autores
argumentaram que a associagdo desses resultados devem ser considerados para o
estabelecimento progressivo de programas de controle sanitirio efetivos e
factiveis com os atuais sistemas de exploragdo avicola.

Examinando a presenca de salmonelas em ragdo para aves de

estabelecimentos comerciais Berchieri Junior et al (1993) encontraram um



percentual de 10% de amostras contaminadas e ainda sugerem que os resultados
negativos nio significam auséncia deste patogeno na dieta.

Saitanu et al. (1994) isolaram salmonelas de ingredientes de ragoes e de
ragdes de diferentes estabelecimentos publicos e comerciais da Tailandia. A
presenca deste patdgeno foi constatada em 57, das 812 amostras estudadas.

Veldman et al (1995), investigando a incidéncia de contaminagdo de
produtos destinados ao consumo animal, constataram que os alimentos mais
contaminados foram as ragdes fareladas sendo que em 21% das amostras foram
encontradas salmonelas. Os autores chamaram atengdo para o fato de que estes
alimentos, quando peletizados, apresentaram 1,4% de contaminagdo. Foi
observado pelos mesmos autores que de 130 amostras de farinhas de peixe, a
contaminac3o pela mesma bactéria foi de 31%; e de 83 amostras de farinhas de

came e ossos foi de 4%.
2.3.1 Componentes da racio de origem vegetal contaminados

Os componentes de origem vegetal so de suma importincia na
fabricagdo da ragdo para a alimentagio de animais por possuir em sua
composigdo grande quantidade de aminoacidos essenciais. E oportuno enfatizar
que, de acordo com os poucos levantamentos existentes, sementes e grios de
oleaginosas em geral possuem uma baixa incidéncia de contaminagdo por
salmonelas (1-3%) comparados aos ingredientes obtidos de subprodutos de
origem animal.

Verdi et al (1996) analisando farelo de soja, constataram que a incidéncia
de contaminagdo por Salmonella sp foi de 1% e de Escherichia .coli 21%,
também verificaram presenga de outras enterobactérias e identificaram 05

géneros de fungos e leveduras comprovando que sob o ponto de vista



bacteriolégico, as amostras eram consideradas improprias para o consumo.

O alto indice de contamina¢io por salmonelas (27%) verificado por
Veldman et al (1995) nos grios de milho, confirma a extensdo deste
microorganismo aos produtos crus e de origem vegetal, onde o controle

microbiologico deve ser estendido.

2.4 Fatores que afetam a colonizag¢do de Salmonella sp nas aves

O grande enigma da salmonelose reside na forma clinica quase sempre
inaparente e rotulada em patologia aviiria como infecgdes paratificas ou
portadores sdos (Hofer et al. 1997).

A suscetibilidade das aves & colonizagdo por Salmonella decresce com a
idade, portanto, ¢ maior nas primeiras semanas de vida da ave e raramente ocorre
doenca clinica em aves com mais de 3 semanas de idade (Bailey, 1994).
Entretanto, estas aves infectadas serdo na sua maioria portadoras, excretando
através das fezes o microrganismo e contribuindo para a continuidade do ciclo de
contaminagio através do qual podem ficar contaminados abatedouros e produtos
avicolas. O aumento de resisténcia adquirida com a idade tem sido considerado
como conseqiiéncia da instalagio gradual de microrganismos que compdem a
microbiota intestinal (Bailey 1994, Cox 1989).

O controle do crescimento de Salmonella durante o periodo inicial de
criagdo € estritamente necessario, pois assim se evita a colonizagdo intestinal,
além de barrar também a propagagio destes MICroorganismos para outras
espécies animais e para seus produtos, fonte de proteina animal para o homem e
outras espécies.

O rapido desenvolvimento da microbiota intestinal em aves adultas

aumenta a resisténcia das aves as infecgdes como argumentado no trabalho de



Cox et al (1990).

Quando as aves s3o submetidas a condi¢des desfavoraveis de criagdo
como privagdo de dgua, restrigio alimentar, altas temperaturas e alta densidade
populacional, provavelmente diminuirda a resisténcia 3 colonizagdo por
Salmonella em detrimento do estresse causado por tais fatores (Bailey, 1994).

Qualquer doenga que determine um quadro imunosupressivo como
gumboro ou micotoxicose, além de doengas concorrentes como a coccidiose, que
determinam a integridade intestinal, acabam por aumentar a susceptibilidade a
colonizagdo por Salmonella sp.

A utilizacdo de antibiéticos na terapéutica veterinaria e como promotores
de crescimento tem levado, devido ao uso indiscriminado, ao surgimento de
resisténcia dos microrganismos & grande variedade de agentes antimicrobianos
empregados em ragdes (Silva et al. 1984, Berchieri et al. 1985).

2.5 Abatedouro

Na maioria dos paises, a propaga¢do de salmonelas ocorre devido ao
extraordinario crescimento da industria avicola, com de uma visdo econdomica
tipicamente de produgio sem argumento de qualidade.

As aves sadias sdo responsaveis pela contaminagdo cruzada que se da
principalmente em abatedouros, comprometendo o produto final que sera
consumido pelo homem (carcagas, embutidos) ou participando como ingredientes
(subprodutos) das ragdes. Dessa forma, a continua reintrodugdo de salmonelas
em plantéis avicolas estabelece um circulo vicioso que se inicia com o consumo
da racdo contaminada e se perpetua no ambiente, particularmente no frigorifico
avicola. Nos trabalhos de Berchieri Junior et al (1987) e Costa et al (1996), fica
enfatizado que o frigorifico se constitui um ambiente de disseminagio das
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salmonelas no meio ambiente.

A incidéncia de contaminagdo varia consideravelmente dependendo do
nivel de infegdo nos lotes das aves e tempo de viagem até o abatedouro. Uma alta
prevaléncia de contaminagdo de aves por salmonelas foi relatada por Irwin et al
(1994) no Canada. As taxas de contaminagio por Salmonella foram referentes a
86,7 % em lotes de perus, 52,9% em ragdes comerciais ¢ 76,9% em lotes de
frangos.

Em frangos infectados, os cecos sio os locais primarios de localizagio da
Salmonelia e a coprofagia anterior ao abate é um dos meios de contaminagao
cruzada (Moran Junior & Bilgili, 1989).

O rapido crescimento das bactérias pode ser associado ao acentuado
estresse que ocorre durante o transporte-levando a uma maior contaminagdo da
ave abatida. Assim o numero de carcagas positivas a Salmonella aumenta
rapidamente ap6s a liberagio do contetido intestinal durante a evisceragio e
através da propagacdo que se di entre as carcagas nas operagdes da linha de
abate.

A imersio no tanque de escaldagem, a passagem pelas maquinas
depenadeiras, a evisceragio manual e mecinica resultam na transferéncia e
multiplicagio de salmonelas em carcagas. Devido a tais peculiaridades no
frigorifico avicola, as bactérias disseminam-se facilmente no ambiente,
comprometendo a qualidade das carcagas e também os subprodutos que entram
na composi¢do das ra¢des animais. Com isso a mais alta tecnologia no abate e
processamento das aves ndo tem como evitar carcagas positivas a samonelas, ja
que aves infectadas s3o trazidas ao interior do abatedouro.

A presenca de Salmonella foi detectada por Berchieri Junior et al (1987),
nas fezes de aves que entravam no abatedouro até os produtos finais como

carcacas e produtos para elaboragio de farinhas. Neste trabalho foram isolados 9
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diferentes sorotipos, sendo o S. Typhymurium o mais freqtiente.

Estudando carcagas de frangos provenientes de abatedouros com e sem
controle de fiscalizagdo, Costa et al (1996) verificaram que, do total de 105
amostras de carcagas analisadas, 10,4% estavam contaminadas por salmonelas.
Néo foi isolado Salmonella sp em toda amostragem e este fato pode ser explicado
uma vez que alguns lotes de frangos que sio provenientes de diferentes locais,
chegam aos abatedouros infectados pela bactéria e podem dissemina-la para as
carcacas durante o abate e processamento, enfatizando a importancia do controle

da salmonelose em nivel de granja e sua relagdo a contaminaggo do abatedouro.

2.6 Indicadores microbianos

Indicadores microbianos sio grupos ou espécies de microrganismos
utilizados a fim de avaliar a inocnidade dos alimentos quanto & provavel presenga
de microrganismos patogénicos e suas toxinas microbianas, assim como
qualidade microbiologica. Os microrganismos indicadores possuem
caracteristicas que permitem sua enumeragio ou contagem com maior facilidade.
Sua presenga ou concentragdo significativamente elevada nos alimentos indica
que esses produtos estiveram expostos a condigdes que poderiam ter permitido a
introdugdo de organismos perigosos e/ou a multiplicagiio de espécies infecciosas
ou toxigénicas (ICMSF, 1983).

Cada alimento € avaliado por um ou mais microrganismos indicadores de
acordo com suas caracteristicas intrinsecas: composi¢do quimica (nutrientes),
atividade de agua, pH e potencial de oxi-redugdo; e caracteristicas extrinsecas:
temperatura de acondicionamento e umidade relativa do ar principalmente
(ICMSF, 1988).
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2.7 Métodos de controle e eliminagio das salmonelas

2.7.1 Peletizacdo de racdes

Geralmente os ingredientes sio submetidos a cozimento (peletizagdo,
extrusdo) o que habitualmente reduz ou elimina as bactérias. Um passo
importante no controle da colonizago, no trato gastrico intestinal, ¢ a utilizagdo
de ingredientes livres de salmonelas (Cox et al, 1986).

Jones et al, 1991 encontraram 35% de positividade em ragdes apos a sua
producdo na fabrica e 6,3% em ragdes peletizadas no mesmo ambiente com uma
reducdo de 82%. A redugdo da contaminagio é relacionada a quantidade de
umidade da ragdio, tempo e temperatura de armazenamento, numero de
salmonelas presentes, eficiéncia da transferéncia de calor e umidade no processo e
a ressisténcia térmica da cepa envolvida. Argumenta-se que a recontaminacio dos
ingredientes reside no principal problema apos a peletizagio.

Veldman et al (1995) enfatizam a importancia da peletizagdo, ja que em
ragdo farelada foi encontrado um indice de contaminagdo por salmonela de 21%,
e em produtos peletizados o indice caiu para 1,4%. Ainda, no mesmo trabalho, a
temperatura utilizada para a peletizacdo é abordada como ponto chave na
descontaminagdo j4 que de 60°C a 75°C foram encontradas amostras ainda

positivas para Salmonella.

2.7.2 Utilizagio de carboidratos

Segundo Loach(1989), se as condi¢des a colonizagio por salmonelas se

tornarem desfavoraveis durante as primeiras semanas de vida da ave, até a flora
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madura se estabelecer, entdo a incidéncia destes microrganismos na ave adulta ira
decrescer.

Morisha et al (1982) afirmam que a colonizagdo por salmonelas ocorre
no intestino delgado, provavelmente devido 4 menor motilidade, o pH alcalino.
Verifica-se que com o bloqueio de aderéncia do microrganismo ao epitélio
intestinal é possivel evitar a infecgio.

Nesse sentido vém sendo empregados uma série de carboidratos ou.
compostos afins. A lactose presente no leite ¢ uma altemativa nos tratamentos
para se reduzir o niimero de organismos de S. Typhimurium em frangos de corte,
conforme Loach et al (1990). Os autores adicionaram o soro de leite na ragio a
5%, durante os primeiros dez dias de alimentago das aves e concluiram que o
tratamento reduziu significativamente a concentragio de salmonelas dos cecos.

Segundo relato dos autores Corrier et al (1997) e Morishita et al
(1982), o nimero de salmonelas presentes nos cecos ou carcagas de aves foram
ou ndo reduzidos através da utilizagio de varios carboidratos, contudo, as
bactérias ndo foram totalmente eliminadas, permitindo assim a possibilidade de
disseminagéo continua do patogeno no ambiente. Além disso, a viabilidade em se
utilizar tais agucares em situagdo de campo como agente controlador da
Salmonella nas aves é limitada por seu alto custo.

2.7.3 Tratamentos quimioterapicos

A quimiocterapia tem sido de grande ajuda para reduzir a mortalidade em
aves infectadas, entretanto, o uso periddico e indiscriminado de antibiéticos vem
auxiliando o processo de selegdo de linhagens de Salmonella resistentes, e
conseqiientemente colaborando na selegdo de aves portadoras cronicas que sdo a

principal fonte de disseminagio deste patogeno (Villegas, 1993).
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2.7.4 Exclusdo competitiva

A exclusdio competitiva utiliza o principio da microbiota de aves adultas
como barreira de protecio frente a patogenos como Salmonella sp e
Campylobacter. De acordo com os diferentes microrganismos administrados, as
respostas sdo variaveis e, em geral, tém sido bem aceitas pela comunidade
cientifica (Bailey,1994).

As salmonelas possuem mecanismos de adaptagio a diferentes
hospedeiros e apresentam variabilidade de resisténcia as condigdes ambientais.
Quando administrados competidores exclusivos, ha uma modificagio do ambiente
intestinal, passando este a nio favorecer a colonizagdo pelas salmonelas. Este
mecanismo de ago tipo barreira protetora previne a entrada de uma determinada
bactéria em um local especifico, devido ao sitio de ligagdo desta ja estar ocupado
por outro organismo. A atuagio dos microrganismos esti na produgdo de
metabolitos (acidos graxos volteis e colicinas) pela microbiota natural,
especialmente a microbiota anaerébica. De acordo com os trabalhos de Corrier et
al 1995 e Schneitz & Nuoctio 1991 a aplicagdo da competigio exclusiva reduz
mas ndo elimina totalmente a colonizagdo por Salmonelia sp das aves.

Alguns estudos adotam a competigio exclusiva em conjunto com a adigdo
de carboidratos para efetiva redugio da colonizagdo por salmonelas (Bailey,
1994).

2.7.5 Imunizac¢io

Esta é uma medida que estd estritamente ligada a biosseguridade na
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industria avicola e vem saindo da fase experimental para se tomar realidade,
contudo a maioria das vacinas se encontram no estagio de desenvolvimento e sua
utilizagdo ¢ limitada a animais de laboratério (Eskelund 1992, Avellaneda 1993,
Villegas, 1993).

2.7.6 Biosseguridade

As principais medidas de prevengdo passam obrigatoriamente pelo
controle das ragdes e os cuidados de manejo e reposigio de lotes.

As medidas de controle podem ser exercidas principalmente através da
limpeza, higiene e correto manuseio dos equipamentos de distribuigio,
comedouros e bebedouros. Cuidados com higiene pessoal, sapatos, roupas e mios
de tratadores, principalmente se ndo forem exclusivos da area, devem ser
constantemente renovados, bem como proibida a circulagio entre lotes de aves de
idades diferentes.

Além da peletizacdo, a sanitizacdo com formaldeido e/ou produtos de
todo o equipamento responsavel pela mistura, estocagem e transporte da ragio,
pode contribuir efetivamente para minimizar o processo de transmissdo de
patogenos.

A area de galpdes deve ser restrita ao acesso de outros animais e visitas.
Ratos, baratas, camundongos, pombos, pardais, gatos, cdes entre outros sio
disseminadores de patogenos através de suas secregdes e fezes podem contaminar
o ambiente de producdo avicola. Portanto, estes cohabitantes do ambiente de
criagdo precisam ser exterminados, assim como também fezes, resto de cama
aderidos a sacos de ragdo, botas e caixas de pintos.

QOutra forma de controle seria a colonizagdo integrada (Bailey, 1994).

Esta técnica combinaria a competigdo exclusiva, boas praticas de higiene na
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granja, amostragem de pontos criticos e vacinagdes (Eskelund 1992, Avellaneda
1993, Villegas, 1993). Varios autores como Saitanu et al (1994), Malmgyvist et al
(1995) e Felipe et al (1995) tém sugerido em suas pesquisas a implementacio de
programas de controle das salmoneloses como o método de Analise de Perigos em
Pontos Criticos de Controle (APPCC) como forma de prevengdo do problema, ja
que as primeiras consideragSes quanto as medidas de prevengdo devem ser de

relagdo a evitar a transmissdo.
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CAPITULO 1
AVALIACAO MICROBIOLOGICA DE INGREDIENTES E RACOES

RESUMO

SANTOS, E. J. Avaliagio Microbiolégica de Ingredientes e Racées. Lavras:
UFLA, 1998 (Dissertagio de Mestrado em Ciéncia dos Alimentos).

A qualidade higiénico-sanitaria da ragdo ¢ uma medida de controle da
veiculagdo de patogenos, ja que a ragdo se constitui parte integrante da cadeia
alimentar se estendendo do sistema de produgio animal até o consumidor. Sendo
de suma importincia o controle microbiolégico e de adulteragdes de ragdes e
matérias-primas, o presente estudo objetivou avaliar a qualidade destes produtos
através da pesquisa de grupos microbianos indicadores de contaminagio como
contagem de mesofilos, fungos, coliformes fecais e presenga de Salmonelia.
Ainda para obtengdo sumaria da qualidade nutricional das farinhas de carne e
ossos e detecgio de possiveis adulteragdes, foi efetuada a analise de microscopia.
Utilizaram-se como regra geral para as analises microbioldgicas os métodos
descritos pela “American Public Association”APHA, Speck, 1984. A
microscopia foi realizada de acordo com a metodologia preconizada por A.A
F.M., 1992. As farinhas de camne e ossos contaminadas por Salmonella (90%) se
constltmram na principal fonte de veiculagdo deste patdgeno para as ragdes
(36,36%), com conseqiiente disseminagio para as aves. A contagem de
indicadores microbianos como a enumeragdo de meséfilos e de fungos e leveduras
computam 100% das farinhas animal e vegetal como de boa qualidade. Para a
contagem de fungos e leveduras, 27,27% das ra¢des apresentam ma qualidade
com contagens superiores a 10° UFC/g. A presenga de coliformes fecais na
farinha de came e ossos (20%) e nas ragdes (44,45%) esta associada a falta de
higiene geral na manipulagio e armazenamento do produto. Aspectos como a
abundancia de cascos/chifres (40%) e couro (60%) nas farinhas de came e ossos
demonstram serem estas alimentos com baixa digestibilidade.

Comité Orientador: Dra. Eliana Pinheiro de Carvalho - UFLA (Orientador)



ABSTRACT

SANTOS, E. J. Microbiology Evaluation of Feedstuffs and Rations. Lavras;
UFLA (Dissertation - Master Program in Food Science.

The hygienic quality of the ration is a control measure for the spreading
of pathogens, since the ration is an integranted part of the food chain extending
from the animal production system to the consumer. Being of outstanding
importance the microbiologic and adulteration control of rations and raw
materials the present study almed to evaluate the quality of those products
through research into microbial groups wich denote contamination as a count of
mesophiles, fungi, fecal coliforms and the presence of Salmonella. Still, for brief
obtaining of nutritional quality of meat and bone meals and detection of possible
adulterations, a microscopic analysis was perfomed. As a general rule for the
microbiologic analyses the methods reported by the American Public Association-
APHA, Speck, 1984 were utilized. Microscopy was achieved according to the
methodology advised by AAF.M., 1992. The meat and bone meals contaminated
by Salmonella (90%) are the chief vehicular source of this pathogen for the
rations (36,36%) with consequent spread to the birds. Microbial indicator counts
as the enumeration of mesophiles and fungi and yeasts accounts for 100% of the
animal and plant meals of high quality. For the of fungi and yeastscount, 27.27%
of the rations present poor quality with counts superior to 106 (CFU/g). Presence
of fecal coliforms in meat and bone meals (20%) and rations (44.45%) is
associated with the lack of general hygiene in the handling and product storage.
Aspects such as na abundance of hoofsthoms (40%) and hide (60%) in meat
show these feeds are of poor quality.

Guidance Commitee: Dr. Eliana Pinheiro de Carvalho - UFLA

23



1 INTRODUCAO

A presenga de salmonelas nos ingredientes de ragoes para aves constitui
um problema, pois, embora estes organismos ndo causem, comumente doenga em
animais adultos, provocam gastroenterites/toxinfeccdes em pintinhos e nos
consumidores de cames e derivados contaminados (Hinton & Mead, 1992).

O controle microbiolégico da farinha de came e ossos destinados 2
nutricdo animal é de suma importancia visto que a ingestiio desta matéria prima
contaminada por bactérias pode ser causa de sérios problemas para os animais
que as ingerem (Andriguetto et al., 1990).

A qualidade microbiologica de farinhas de came e ossos depende
basicamente de fatores como a extensio da contaminagio da matéria prima, da
contaminacdo do produto final e de condicdes de armazenamento. As
caracteristicas da farinha de came e ossos fazem-na susceptivel a alteragdes
fisico-quimicas e deteriorizagfo por diversas estirpes microbianas patogénicas.
Este subproduto animal como mencionado pertinentemente em literatura nacional
( Berchieri Junior et al 1984; Berchieri Jimior et al 1989; Silva et al 1973) e
internacional ( Bangtrakulnonth et al 1994; Saitanu et al 1994; Malmgyvist et al
1995) encontra-se freqiientemente contaminado por patdgenos, destacando-se o
género Salmonella.

As salmonelas tém seletividade para as diferentes espécies animais e
apresentam variabilidade de resisténcia as condicdes ambientais. Se
conseguissemos excluir as principais fontes das salmonelas que levam a

contaminagio as aves, talvez, as a¢es seriam mais objetivas (Tauxe, 1991).
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A prética empregada para produtos alimentares na determinagdo da
qualidade higiénica dos alimentos é a determinagdo de organismos indicadores.
Em relagfo aos microrganismos mais indicativos ou representativos da qualidade
sanitaria se destacam o grupo coliforme fecal e no caso das ragdes a presenca de
salmonelas.

A microscopia de alimentos para animais confere auxilio técnico na
detec¢do de contaminagdo, fraudes e problemas decorrentes do processamento
industrial, nem sempre possiveis de serem detectados por meio de analises
quimicas. A qualidade de farinhas de came e ossos deve ser avaliada
principalmente pela quantidade e tipos de contaminagdes e adulteragoes
(A.AF.M,, 1992). Segundo 0 M.A. (1989) este subproduto deve ser isento de
chifres, cascos e outras matérias estranhas a sua composi¢do; sangue, pélos;
conteudo estomacal ou ruminal sfo admitidos em quantidades inevitaveis nos
bons métodos de processamento.

Considerando a  importincia do controle microbiolégico e
contaminacdes/adulteragdes de ragdes e ingredientes de ragdes, o presente estudo
objetivou avaliar a qualidade destes produtos através da pesquisa de grupos
microbianos indicadores de contaminagio, presenca de Salmonella sp e analises

microscopicas.
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2 MATERIAL E METODOS

As ragdes foram elaboradas no Departamento de Zootecnia da
Universidade Federal de Lavras. As analises microbioldgicas foram realizadas no
Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Departamento de Ciéncia dos
Alimentos da Universidade Federal de Lavras e as avaliagSes microscopicas no
LARA/ Pedro Leopoldo, MG.

2.1 Material

2.1.1 Coleta de amostras de ragdes e farinhas de carne e ossos de diferentes

frigorificos

As farinhas de came e ossos eram procedentes de dez diferentes
frigorificos do estado de Minas Gerais. Oriundas de embalagem original e
lacrada, as amostras foram coletadas em frascos estéreis para analise posterior.

Efetuou-se analise de 23 amostras envolvendo ragdo inicial e de
crescimento para frangos de corte.

2.2 Métodos para isolamento de salmonelas
Utilizou-se como regra geral o método descrito pela Associagio

Americana de Saude Publica “American Public Health Association- APHA”,
(SPECK, 1984) obedecendo aos seguintes passos.
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2.2.1 Pré-enriquecimento

No laboratério, as amostras devidamente codificadas e pesadas em
porgdes de 25g foram depositadas em frascos de boca larga, contendo 225 mL de
agua peptonada tamponada a 1%. A incubagdo deste material foi realizada a
37°C, em estufa bacteriologica por 24h, como pré-enriquecimento para o

isolamento inicial de salmonela.

2.2.2  Enriquecimento seletivo

Aliquotas de 1 mL de amostra pré-enriquecida eram inoculadas nos
caldos tetrationato Muller Kauffmann (TMK) e Rapapport-Vassiliadis (RV)
incubados a 37°C e 43°C, incubados /18-24h.

2.2.3 Plaqueamento em dgar de cultivo seletivo

Foram utilizados dois tipos de agar: agar Salmonella-Shigella (SS) e o
agar Rambach (RAM). A escolha decorreu do tipo de amostras que seriam
trabalhadas, altamente contaminadas por outras enterobactérias. Apos o periodo
de incubagdo, os tubos dos caldos TMK e RV eram levemente agitados e retirada
uma al¢ada para plaqueamento em estrias de esgotamento nos meios seletivos. As
placas foram entdo incubadas por 18-24h de acordo com a temperatura de
incubagdo dos caldos delas originados, 37°C e 43°C.
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2.2.4 Triagem de colénias suspeitas

As col6nias que apresentavam reagdes indicativas de serem salmonelas
nos agar seletivos eram selecionadas e passadas, com o auxilio de alca em forma
de agulha, para tubos de triagem contendo o meio de agar triplice agticar e ferro
(TSD) e o agar lisina ferro (LIA). Foram retiradas em média seis coldnias
suspeitas de cada uma das placas de agar seletivos. Os tubos de triagem, apds a
devida identificagdo, eram incubados por 18-24h em estufa a 37°C. Apos este
periodo, os tubos que apresentavam reagdes caracteristicas de serem salmonelas

eram selecionados para as provas bioquimicas de identificagio genérica.
2.2.5 Identifica¢do bioquimica

Foi efetuada purificagdo de todas as estirpes microbianas isoladas e
efetuada uma rdpida identificagio bioquimica, utilizando-se os sistemas
comercias Bactray I e II (DIFCO) e o API 20E (BIOMerriex).

2.2.6 Andlises complementares

A fim de se obter um perfil higiénico sanitirio mais completo foram
realizadas contagens em placa para microrganismos meséfilos ou contagem
padrdo em placas, contagem de bolores e leveduras, determinagio do nimero
mais provavel de coliformes totais e de origem fecal (SPECK,1984) e
exclusivamente para as farinhas de came e ossos foi realizada analise de
microscopia (A.A.F.M.,1992).

Foram tomados 10 g de cada amostra, feitas diluigdes em 90 mL de 4gua
peptonada 0.1% e da diluigdo inicial foram feitas dilui¢des subsequentes.
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A contagem em placa para microorganismos meséfilos foi realizada
utilizando-se 4gar para métodos padronizados ou “plate count agar” (PCA),
incubando-se a 32 °C durante 48 horas. Para a contagem de bolores e leveduras
foi usado o meio agar batata-glicose acidificado com acido tartarico a 10% até
pH 3.5, incubando-se a 25°C por 3 a 5 dias.

O teste presuntivo para coliformes de origem fecal foi feito em uma série
de 3 tubos com caldo lauril sulfato triptose, incubando-se a 35 °C durante 48
horas. Das amostras com turvagio e produgio de gas foi feito o teste
confirmativo em caldo EC a 44,5°C por 48 horas.

Os resultados obtidos foram comparados is normas microbiolégicas para
ragbes padronizadas para a Holanda e citadas por Andrigueto et al (1990)

conforme tabela 1.

TABELA 1 - Normas microbiolégicas para ragdes fareladas

Indicativo Bom Aceitavel Inaceitavel
Contagem meséfilos <10° 107 >10°
Enterobactérias/g <10* 10%a 10° > 10°
Fungos/g <10* 10%a 10° >10°
E. coliem 0,1 g Ausente Presente presente
Salmonella em 25g Ausente Ausente presente

Dados adaptado de Andriguetto et al, 1990

As analises de microscopia foram realizadas de acordo com AAFM,
1992.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ

3.1 Anilise microbiolégica

Os resultados das anlises microbioldgicas de ragdes e matérias-primas
estio registrados nas tabelas 2, 3 e 4.

A contagem de meséfilos ou contagem padrfo em placas efetuadas nas
amostras de farinhas de origem animal e vegetal esta apresentada na tabela 2.
Conforme os critérios citados por Andriguetto et al. (1990) 100% das amostras
de farinhas sdo consideradas de boa qualidade. Apesar deste critério ndo ser
muito eficiente como indicador microbiano com relagio a presenca de patdgenos,
ele mostra superficialmente o grau de contaminagiio da matéria-prima (ICMSF,
1983).

A contagem de bolores e leveduras apresentada também nas tabelas 3 e 4
conferem a 27,27% das ragdes ma qualidade se comparados aos dados relatados
por Andrigueto et al. (1990). A presenga de bolores indica que a Aw das farinhas
de came permite o crescimento de bolores e leveduras ou as ragoes foram
armazenadas em condi¢es inadequadas de umidade relativa e temperatura. A
presenca de fungos é indesejavel, pois os mesmos quando presentes, poderao
produzir micotoxinas (ICMSF, 1983).

Coliformes de origem fecal foram encontrados em 2 amostras das
farmmhas de came e ossos (tabela 2). De acordo com os critérios citados por
Andriguetto et al. (1990), 80% das amostras das farinhas de cames e ossos e
também as amostras de farelo de soja e de milho apresentaram-se em boas
condi¢3es em relagdo a este indicador. A presenca de E. coli nas farinhas de came
e 0ssos pode estar indicando uma falta geral de higiene na manipulagio e
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armazenamento da mesma (ICMSF, 1983). A ocorréncia de coliformes fecais foi
encontrada em indice 44,45% das ragdes conforme pode ser observado nas
tabelas 3 e 4. Estes microrganismos presentes, tanto na matéria-prima como em
ragdes podem desencadear a ingestio de outros patogenos pelas aves.

As farinhas de origem animal sio constantemente mencionadas na
literatura como a principal fonte de transmissdo de salmonelas para ragdes e
consequentemente para as aves. Elas se contaminam geralmente ap6s a saida dos
digestores, por falha ou contaminagio cruzada entre a planta de abate e graxaria.
Estas duas areas deveriam ser isoladas, tanto pessoal como em equipamento.

Alguns abatedouros modemos ja possuem este cuidado.

TABELA 2 - Avaliagio do perfil higiénico sanitirio

dos ingredientes da racio

Amostras Cont. Cont. fungos e Cont. de coli- Salmonella
meséfilos  leveduras formes (NMP)
FCO1 B B <3 Presente
FCO 2 B B 0,9 Presente
FCO 3 B B <3 Presente
FCO 4 B B <3 Presente
FCO5 B B >140 Presente
FCO6 B B <3 Ausente
FCO 7 B B <3 Presente
FCO 8 B B <3 Presente
FCO9 B B <3 Presente
FCO 10 B B <3 Presente
FAMI B B Ausente Ausente
FASO B B Ausente Ausente
FCO= Farinha de came e o0ssos, FAMI= Farelo de milho, FASO= Farelo de
soja

B=Bom < 10°% A= Aceitavel 10”; I=Inaceitavel > 10°
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TABELA 3 - Avaliacio microbiolégica de ragdes iniciais

Amostras  Contagem de  Contagem Contagem de Salmonella

mesdfilo de fungos  coliformes fecais
(NMP/g)
R <10° 1,38X10° 0,4 presente
(controle)
RA <10° <10° Ausente ausente
RB <10° <10° Ausente ausente
RC <10° 6,5 X 107 0,4 ausente
RD <10°  395X10’ Ausente presente
RE <10° 4,65 X 107 Ausente ausente

Ragdo controle = Ragio elaborada sem farinha de origem animal em sua
formulacdo. RA= Ragdo elaborada sem farinha de came e ossos (FCO)
3; RB= Ragio elaborada com FCO" 8; RC= Ragdo elaborada com FCO®
2; RD=Ragdo elaborada com FCO" 7; RE= Ragdo elaborada com FCO*
9. "As FCO utilizadas so as citadas na tabela 2.

TABELA 4 - Avaliaciio microbiolégica de ragées para crescimento

Amostras Cont.  Cont. fungos Cont. coliformes Salmonella

mesofilo (NMP/g)
RA’ <10° <10° 25 presente
RB’ <10¢ <10° 3 ausente
RC’ <10¢ <10® 2,5 presente
RD’ <10¢ <10° Ausente ausente
RE’ <10° <10° Ausente ausente

FCO= farinha de came e ossos. RA’= Ragdo elaborada sem farinha de
came e ossos (FCO) 3; RB’= Ragdo elaborada com FCO® 8; RC’= Racgdo
elaborada com FCO" 2; RD’=Ragio elaborada com FCO® 7; RE’= Rago
elaborada com FCO" 9. "As FCO utilizadas sdo as citadas na tabela 2.
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Evidéncias experimentais, publicadas com envolvimento de Salmonella
em farinhas de origem animal, variam em niveis de 5 a 96,67% (Giorgi et al,
1971; Silva et al, 1973; Berchieri Junior, 1983, 1984, 1986, 1989; Miranda et al,
1978; Girdo et al, 1983; Prestes et al, 1983; Saitanu & Jemgklinchan, 1994,
Veldman, 1995; Bosquiroli, 1996).

Em levantamento epidemioldgico recente (Bosquiroli, 1996) foi marcante
a presenca de salmonelas em farinhas de carne (mais de 181 cepas), seguidos de
farinhas de pena (mais de 87 cepas) e farinhas de visceras (mais de 80 cepas). As
ragdes de matrizes e frangos preparados com estas matérias-primas tinham seis
do total de 24 sorotipos isolados das matérias-primas, sendo que um deles estava
na ra¢do de frangos mas ndo nas matérias primas examinadas. O tnico sorotipo
1solado de ovos bicados foi, também, isolado da farinha de came.

Conforme pode ser observado na tabela 02 neste estudo 90% das
amostras de farinhas de came e ossos apresentaram contaminagio por
Salmonella. Ja as ragdes se mostraram contaminadas por Salmonella em indice
de 36,36 % de acordo com tabelas 3 e 4.

Apesar de a grande incidéncia de contaminagio da ragio ocorrer através
de ingredientes de origem animal, como farinha de came, farinha de 0sS0S,
farinha de pena e visceras, ja foi constatada a possibilidade de contaminagio
através de produtos de origem vegetal, presentes nos trabalhos de Veldman
(1995) e Verdi (1996). Nesta pesquisa provavelmente as fontes de contaminagio
das ragdes foram as farinhas de origem animal.

A simples utilizagdo de racdo isenta de Salmonella sp ndo significa
auséncia de infecdo nas aves, mas este procedimento é uma importante etapa para
sua redugdo, sendo necessaria que estas medidas sejam instituidas primeiro para
que, posteriormente, outros segmentos do ciclo de produgio aviaria sejam

alterados para evitar a transmissdo ou propagagdo da infecgdo. De acordo com
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Berchieri Junior et al (1989) a detecgdo de Salmonella na ragdo é mais dificil,
porque ocorre uma dilui¢do das matérias primas de origem animal. Todavia, uma
célula bacteriana apenas, se ingerida pela ave, tem condi¢des de se multiplicar e
promover a colonizagdo dos cecos, transformando a ave em um agente de
dissemina¢do ou introduzindo o paratifo. Na presente pesquisa foram isoladas
Salmonella de quatro ragdes, sendo que uma destas nio continha farinha de
origem animal em sua formulagio. A contaminagdo desta amostra de ragdo pode
ser explicada através da contaminagio da fabrica de ragdo ou do ambiente
avicola.

Um dos fatores essenciais para impedir a disseminaggio de Salmonella no
ambiente avicola ¢ que seja utilizada apenas ragiio peletizada ou ragdo farelada
com tratamento térmico (Mcllroy et al, 1991). No trabalho de Veldman et al
(1995), para a ragdo farelada foi encontrado um indice de contaminag¢do por
salmonela de 21% e, em produtos peletizados, o indice caiu para 1,4%. Ainda, no
mesmo trabalho a temperatura utilizada para a peletizagio é abordada como
ponto chave na descontaminagdo ja que de 60°C a 75°C foram encontradas
amostras ainda positivas para Salmonella. Também é imprescindivel que os sub-
produtos de origem animal, quando adicionados, sejam livres de salmonelas.

A presenca de Salmonella em ingredientes e ragdes ¢ indesejavel uma vez
que pode acarretar contaminaggo cruzada durante o abate pelo contato da carcaga
de frango com as penas ou com o contetido intestinal.

3.2 Avaliagio Microscépica

A microscopia auxiliou no controle de qualidade dos ingredientes das
ragdes. O fomecimento de dados auxiliares do sistema de processamento da
matéria-prima subsidia a avaliagio da qualidade e o valor nutricional destes
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alimentos. Segundo Bonetto (s/d), além de formecer dados que nio seriam
possiveis através da andlise quimica, é um método rapido, barato, dispensa
equipamentos de alto custo e deve ser considerado o instrumento nimero um,
onde determinadas analises quimicas sio limitadas.

Aproximadamente 90-95% dos problemas potenciais com o alimento
podem ser detectados no momento do recebimento com o emprego da microscopia
(Bates, 1994).

Conforme a tabela 5, aspectos como a presenca de pelos (20%), faneros
(cascos/chifres, 40%) e couro/colageno (60%) nas farinhas de came e ossos sio
abordados como prejudiciais & qualidade nutricional, normalmente nio detectados
nas analises de rotina e constituem fontes protéicas de baixo valor biolégico.

Os contaminantes indicam falhas no processamento, mesmo sendo
encontrados em quantidades de escassez como plastico, sangue, fibra vegetal
semi-digerida, particula metalica, pena, particula super aquecida e viscera.

Nos constituintes de origem vegetal ndo foram encontradas adulteragdes.
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TABELA 5 - Anilise de microscopia de ingredientes das ragées

Amostras Elementos de Andlise (farinhas de carne e 0ssos)
Couro/ coldgeno  Fianeros Outros
Pelos

FCO1 + ++ ++ Plastico (+)

FCO 2 ++ ++ + Ausente

FCO3 ++ 4+ + Sangue (+)

FCO4 +++ ++ +++ Fibra vegetal semi-
digerida (+)

FCO5 + ++ ++ Fibra vegetal semi-
digerida (+)

FCO 6 + ++ ++ Sangue (+)

FCO 7 ++ ++H Fibra vegetal semi-
digerida (+)
Particula super
aquecida (++)

FCO 8 + ++ Fibra vegetal semi-
digerida (+)
Plastico(+)
Particula metalica(+)

FCO9 + - Viscera (+)

FCO 10 +H +H+ Fibra vegetal semi-
digerida (+)
Pena (+)
Sangue (+)

Amostras Elementos de anilise (farelo vegetal)
Farelo de milho Sem adulteragdes
Farelo de soja Sem adultera¢des

(+)=escasso; (++)=moderado; (+++) abundante; (++++)= campo repleto
FCO= farinha de came e ossos.



4 CONCLUSOES

As farinhas de came e ossos contaminadas por Salmonella se
constituiram na principal fonte de veiculagio deste patogeno para as ragdes. As
contagens de mesofilos e de bolores e leveduras nio se mostraram indicadores
eficazes ja que as mesmas computam 100% das farinhas (animal e vegetal) como
de boa qualidade. A presenca de coliformes fecais nas ragdes e matéria-prima

indica a falta de higiene geral na manipulag¢iio e armazenamento de produtos.
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CAPITULO 2

RASTREAMENTO EPIDEMIOLOGICO DE
SOROVARES DE Salmonella EM FRANGOS DE CORTE A
PARTIR DE ALIMENTO NATURALMENTE CONTAMINADO

RESUMO

SANTOS, E. J. Rastreamento Epidemiolégico de Sorovares de Salmonella
em Frangos de Corte a Partir de Alimento Naturalmente Contaminado.
Lavras: UFLA (Dissertagdo - Mestrado em Ciéncia de Alimentos)

As aves se infectam por via oral e seu alimento constitui um importante
veiculo de contaminacdo. A caracterizagio antigénica das salmonelas constitui
um importante instrumento de vigilincia epidemiologica, permitindo a
identificagdo de sorovares de Salmonella circulantes no ambiente avicola. Nesse
sentido o presente trabalho se ateve a um estabelecimento de ligagdo convincente
entre a infeccdo de um lote de aves e o consumo de ragio contaminada. Foram
estudadas 57 amostras, compreendidas em farinhas de came e ossos (10), farelo
de soja (1), farelo de milho (1), ragdes (11), suabe cloacal (11), vesicula biliar
(11) e intestino (11). As amostras da vesicula biliar e intestino originaram de 33
aves coletadas de acordo com sua alimentacgo. Para o enriquecimento seletivo
foram utilizados os cdldos Tetrationato Miller-Kauffman e Rappaport —
Vassiliadis e na etapa de cultivo seletivo o agar Rambach e SS (Salmonella-
Shigela) a 37 °C e 43 °C. As estirpes bacterianas suspeitas foram identificadas
pelos sistemas comerciais API 20E e Bac Tray (I e II) e, posteriormente, enviadas
para sorotipagem no Laboratério de Zoonoses Bacterianas da Fundagdo Oswaldo
Cruz. Foram encontrados nos alimentos das aves os sorotipos S. Senftenberg, S.
Infantis, S. Give, e S. Fyris. Nas aves os sorovares presentes se ativeram a S.
Infantis, S. Bredeney, S. Senftenberg e S. Give, sendo que em 72,73% grupos de
aves, houve relagdo restrita entre os sorovares identificados no alimento com as
respectivas aves. '

Comité Orientador: Dra. Eliana Pinheiro de Carvalho -UFLA (Orientadora)



ABSTRACT

SANTOS, E. J. Epidemiological Tracking of Serovars of Salmonella in
Broiler Chickens. Lavras: UFLA (Dissertation - Master Program in Food
Science)

Chicken infect themselves by orally and their feed constitutes an
important contamination vehicle. The antigenic characterization of Salmonella is
na important epidemiological vigilance tool, enabling the identification of serovars
of Salmonella circulanting in avian setting. In this sense, the present work
focused on the establishment of a convincing link between the infection of a group
of birds and the intake of contaminated ration. Fittyseven samples which
consisted of meat and bone meals (10), soybean meal (1), com meal (1), rations
(11), cloacal swab (11), bile vesicle (11) and intestine (11) were estudied. The
samples of bile vesicle and intestine originated from 33 birds collected according
to their feeding. For the selective enrichment the Tetrationate Muller Kaufman
and Rappaport-Vassiliadis broths and at the selective cultivation step, the
Rambach and SS (Salmonella-Shigela) agar at 37°C and 43°C were utilized. The
suspected bacterial strains were identified by the commercial systems API 20 E
and Bac Tray (I and II) and later sent for serotyping to the Bacterial Zoonosis
Laboratory of Funda¢do Oswaldo Cruz. In the feeds of the birds the following
serovars were found: S. Senftenberg, S. Infantis, S. Give and S. Fyris. In 72.73 %
at the groups of birds, there was a close relationship between the serovars found
in the feeds or feedstuffs and the respective bird.

Guidance Committee: Dr. Eliana Pinheiro de Carvalho - UFLA
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1 INTRODUCAO

Na criagdo de aves e também em seu habitat natural, a nio colonizagdo
do trato gastrointestinal por Salmonella sp é extremamente rara, devido as
inumeras fontes de contaminago e ao fato desta bactéria geralmente nio afetar
clinicamente aves saudaveis. (Hofer, 1997). Assim sendo, ocorre geralmente uma
omissdo da presenga de portadoras assintométicas no plantel de alguns
fomecedores ou em produtos avicolas aparentemente inécuos, como a presenca
deste patdgeno em aves destinadas ao consumo humano relatado por Costa et al,
1996.

Segundo Irwin et al (1994), as aves se infectam provavelmente durante as
duas primeiras semanas de vida. O grau de suscetibilidade das aves as salmonelas
é um fato evidente. Considerando a infec¢do nos primeiros dias de vida, a
excregdo fecal da bactéria ocorrerd em grande quantidade e por tempo mais
prolongado que nas aves infectadas mais tardiamente. Ao 10° més de vida das
aves, os sinais clinicos da doen¢a sdo raros, quando nio houver condi¢des
adversas ou estressantes que os permitam (Bailey 1994).

As espécies hospedeiro especificas das aves sio S. Pullorum e S
Gallinarum, ambas iméveis, agentes causadores da pulorose e tifo aviario,
respectivamente. As demais espécies de Salmonella poderio determinar patologia
clinica nas aves ou apenas coloniza-las e estio agrupadas em infecgdes
paratifoides, cuja caracteristica comum é a mobilidade destas espécies, devido a
presenca de flagelo. As formas entéricas crénicas determinadas por salmonelas
méveis sdo comuns, enquanto formas agudas ou septicémicas. Somente ocorrem
em aves jovens ou aves adultas, sob condigdes estressantes como outras doengas

bacterianas, virais, dieta e ou manejo inadequados (Barrow 1993, Bailey 1994).
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O grande enigma desta zoonose reside entio na sua forma Inaparente e
rotulada em patologia avidria, como infecgdes paratificas, que ndo estimulam
mecanismos efetivos de eliminagdo. Além disso, as salmonelas paratificas irdo,
assim, permanecer no trato digestivo das aves, transformando-se em possiveis
fontes de toxinfeccgdes alimentares em saiide publica, via produtos de origem
animal.

Com o objetivo de pesquisar a colonizagio por Salmonella sp em frangos
de corte, que receberam alimento naturalmente contaminado por este patogeno,
foram efetuadas amostragens para analises de cloaca de pintos de 10 dias e apos
45 dias, analise do intestino e vesicula biliar de frangos.



2 MATERIAL E METODOS

As analises foram realizadas no laboratério de Microbiologia de
Alimentos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal de

Lavras.

2.1 Material

2.1.2 Coleta de amostras de racdes e farinhas de carnes e ossos de diferentes

frigorificos

As farinhas de came e ossos foram originadas de dez diferentes
frigorificos da regido de Minas Gerais. Oriundas de embalagem original e
lacrada, as amostras foram coletadas em frascos estéreis para posterior analise.

As ragdes foram preparadas na fabrica de ragdes do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Lavras.

2.1.3 Coleta de material da cloaca dos pintinhos

Foram pesquisados, quanto a presenca de Salmonella, 11 amostras de
suabe cloacal destas aves, sendo estas amostras representativas de aves
alimentadas com ragGes confeccionadas por 5 diferentes frigorificos. A dieta das
aves foi diferenciada em grupos que iniciaram a ragdo formulada com farinha de
came e 0ssos em pintos de 1 dia e outros de sete dias, havendo também um grupo

controle alimentado com ragdo sem adi¢do de farinha de origem animal.
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As amostras foram coletadas através da introdugdo de um suabe
esterilizado na cloaca de cada pintinho e em seguida colocado em um tubo de
ensaio, contendo 10 mL de agua peptonada tamponada e levadas ao Laboratério
de Microbiologia do Departamento de Ciéncia de Alimentos da Universidade
Federal de Lavras.

2.1.4 Coleta de material da vesicula biliar e intestino das aves

A fim de investigar a presenga de Salmonella sp no trato gastrico
intestinal, as aves no 45° dia de vida foram submetidas ao abate e em condicGes
assépticas foi realizada uma incisdo do abdémen de 33 aves. As analises
microbiolégicas seguiram os padrdes sugeridos por Nascimento (1996) com
algumas modificagdes.

Foram retiradas porgdes do intestino grosso e, em conjunto, um “pool” de
figado e vesicula biliar, para cada tratamento segundo tabela 1. O material
corretamente identificado foi colocado em placas de petri esterilizadas e depois
pesados 2g assepticamente e, subsequentemente, diluido em 20 mL de caldo de
infusdo de cérebro e coragdo (BHI) para posterior analise.

2.2 Métodos e procedimentos para o isolamento de Salmonella
Utilizou-se, como regra geral, o método descrito pela Associagio

Americana de Saiide Publica “American Public Health Association- APHA”,
(SPECK, 1984) e as sugestdes de Nascimento (1996) com algumas modificac3es.
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2.2.1 Pré-enriquecimento de ragées e matérias-primas

No laboratério as amostras devidamente codificadas e pesadas em
porgGes de 25g foram depositadas em frascos de boca larga contendo 225 ml de
agua pepetonada tamponada a 1%. A incubagiio deste material foi realizada a
37°C em estufa bacteriologica por 24h, como pré-enriquecimento para o

1solamento inicial de salmonela.
2.2.2 Enriquecimento em caldos seletivos

Apos a coleta o0 material era semeado nos caldos de enriquecimento
seletivos. Aliquotas de 1 mL do pré-enriquecimento, do caldo BHI (orgdos
diluidos) ou do suabe da cloaca, submergido em agua peptonada, eram inoculados
nos caldos tetrationato Muller Kauffmann (TMK) e Rapapport-Vassiliadis RV)
nas temperaturas de 37°C e 43°C, incubados por 18-24h.

2.2.3 Plaqueamento seletivo

Na etapa de plaqueamento seletivo, foram utilizados o agar Salmonella-
Shigella (SS) e o 4gar Rambach (RAM). A escolha decorren do tipo de amostras
que seriam trabalhadas, altamente contaminadas por outras enterobactérias. Apos
o periodo de incubago, os tubos dos caldos TMK e RV eram levemente agitados
e retirada uma algada para plaqueamento em estrias de esgotamento nas placas de
petri contendo os agar seletivos. As placas eram entdo incubadas por 18-24h de
acordo com a temperatura de incubagdio dos caldos delas originados, 37°C e
43°C.
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2.2.4 Triagem bioquimica e identificagio bioquimica

As colénias que apresentavam reagdes indicativas de serem salmonelas
nos agar seletivos eram selecionadas e passadas, com o auxilio de alca em forma
de agulha, para tubos de triagem contendo o meio de agar triplice agtcar e ferro
(TSI) e o agar lisina ferro (LIA). A noculagdo era feita através de picada central
e estriamento sobre superficie inclinada. Procurava-se retirar até seis coldnias
suspeitas de cada uma das placas de agar seletivos. Os tubos de triagem, apds a
devida identificagdo, eram incubados por 18-24h em estufa a 37°C. Apés este
periodo, os tubos que apresentavam reagdes caracteristicas de serem salmonelas
eram selecionados para as provas bioquimicas de identificagio genérica.

Objetivando uma rapida identificagio bioquimica foram utilizados os
sistemas comercias Bactray I e Il (DIFCO) e o API 20E (BIOMerriex).

2.2.5 Sorotipagem

As cepas caracterizadas bioquimicamente como Salmonella sp foram
identificadas, repicadas em frascos de vidro contendo agar nutriente, fechados
com tampa de borracha e lacre de aluminio e armazenadas em geladeira para
posterior envio ao Departamento de Bacteriologia da Fundagio Oswaldo Cruz-
FIOCRUZ, Rio de Janeiro para a identificagdo sorologica e tipificagdo.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Salmonelas em ra¢des e matérias primas de origem animal

As farinhas de origem animal sio mencionadas na literatura como
excelentes veiculos de disseminagio de salmonelas para ragdes e
consequentemente para as aves. A maioria das citagGes contidas na literatura
relatam a presenca de Salmonella nas farinhas de origem animal em niveis
variaveis de 5 a 96,67% (Giorgi et al, 1971; Silva et al, 1973; Berchieri Janior,
1983, 1984, 1986, 1989; Miranda et al, 1978; Girdo et al, 1983; Prestes et al,
1983; Saitanu & Jerngklinchan, 1994, Veldman, 1995). Conforme pode ser
observado na tabela 01 deste estudo, 90% das amostras de farinhas de came e
0ssos apresentaram contaminagao por Salmonella.

Dentre os sorotipos isolados, S. Senftenberg é o mais freqiiente, presente
em 80% das amostras. Podemos averiguar no trabatho de Hofer et al (1997) que
este sorovar ¢ classificado segundo nivel de ocorréncia em aves como fregiiente, o
que indica que podemos ter uma relagdo de indice de frequéncia do sorotipo em
aves e presenga deste sorotipos em fonte alimentar. Em quatro amostras se
verificou-se uma contaminagdo de trés ou mais sorotipos, revelando serem estas
farinhas de péssima qualidade microbioldgica. Observou-se a ocorréncia também
dos sorovares S. Fyris, S. Give e S. Infantis, sendo que este ultimo é classificado
por Hofer et al 1997, como um sorovar muito freqiiente no periodo de 1982 a

1991 em aves.
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TABELA 1 - Sorotipos de Salmonella em farinhas de carne

e osssos de diferentes frigorificos

Farinhas N de Sorotipos
isolamentos
A 07 S. Senftenberg
B 08 S. Senftenberg
C 06 S. Senftenberg
D 04 S. Senftenberg
01 S. Infantis
01 S. Give
E 03 S. Senftenberg
F
G 06 S. Give
01 S. Senftenberg
02 S. Infantis
H 02 S. Fyris
07 S. Give
01 S. Senftenberg
01 S. Infantis
I 05 S. Infantis
03 S. Give
01 S. Senftenberg
J 02 S. Give
05 S. Infantis
Total 66 S. Fyris
S. Give
S. Senftenberg
S. Infantis

Na presente pesquisa foram isoladas Salmonella de quatro ragdes (tabela
2), sendo que uma destas ndo continha farinha de origem animal em sua
formulagdo. A contaminacdo desta amostra de ragdo pode ser explicada através
da contaminagdo da fibrica de ragio ou do ambiente. De onze amostras
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analisadas (36,36%), apenas quatro amostras foram positivas para salmonelas.
Os sorotipos encontrados nas ra¢des foram S. Infantis e S. Senftenberg e, com
muita probabilidade, a causa da veiculagio de salmonelas na ragdo sio as
farinhas de origem animal que entraram em sua formulagio; até mesmo a ragio
controle, efetuada sem a adigdo de farinha de origem animal estava contaminada,
provavelmente pela contaminacdo do ambiente. Diversos fatores contribuem para
o aumento da contaminacdo cruzada no ambiente avicola, dentre eles podemos
citar a umidade, tempo e temperatura de armazenamento, transporte,
monitoramento pessoal.

Berchieri Janior et al (1992) analisando amostras de ragdes originadas de
quatro fabricas, encontraram 10% contaminadas por Salmonella.

Salienta-se assim a ocorréncia da distribuigdo deste patdgeno por todo o
ambiente avicola, tendo como importante ponto inicial as matérias-primas e
ragdes. Segundo Bates & Grandshaw (1995) e Mcllroy, Neill & McCracken
(1991), para a erradicagdo das salmonelas de ambientes avicolas uma umportante
medida ¢ a utilizagdo da peletizagdo ou tratamento térmico da racdo e que os sub-
produtos de origem animal quando adicionados sejam livres de salmonelas.

A simples utilizagdo de ragdo isenta de Salmonella sp ndo significa
auséncia de infeio nas aves, mas este procedimento é uma importante etapa para
sua reducdo, sendo necessaria que estas medidas sejam instituidas primeiro para
que, posteriormente, outros segmentos do ciclo de produgio aviaria sejam
alterados para evitar a transmissdo ou propagacio da infecgdo. De acordo com
Berchieri Jinior et al (1989) a detecgdo de Salmonella na ragdo é mais dificil,
porque ocorre uma dilui¢do das matérias primas de origem animal. Todavia, uma
célula bacteriana apenas, se ingerida pela ave, tem condig3es de se multiplicar e
promover a colonizagdo dos cecos transformando a ave em um agente de

disseminagdo ou introduzindo o paratifo.
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TABELA 2 - Sorotipos de Salmonella presentes em

rac¢des para frango de corte

Amostras N de isolamentos Sorotipos
Rag3o inicial (com farinha 01 S. Infantis
de came e 0ss0s)
Ragdo de crescimento (com 02 S. Infantis
farinha de came e ossos) S. Senftenberg
Ragdo de crescimentos 01 S. Infantis
(sem adigdo de farinha de
origem animal)

Em levantamento epidemiolégico recente (Bosquiroli, 1996), racdes de
matrizes e frangos alimentados com matérias-primas contaminadas tinham seis do
total de 24 sorotipos isolados das matéria-primas, sendo que um deles estava na
ragdo de frangos mas ndo nas matérias primas examinadas. O tmico sorotipo

isolado de ovos bicados foi também, isolado da farinha de came.
3.2 Sorovares de Salmonella nas aves e associagio com o grupo alimentar
De acordo com Silva (1995), nenhuma ligagdo convincente tem sido

estabelecida entre a infecgdo de um lote de aves ¢ o consumo de ragdio
contaminada. Assim, a presente pesquisa elucida alguns pontos determinates na



infeccdo de aves através de ragdo contaminada como pode ser observado na

tabela 3.

TABELA 3 - Sorovares de Salmonella presentes nas

aves e em seu respectivo alimento

Fonte alimentar

Sitios de contaminacio das aves

Grupos de
aves

Farinhas de
carne e 0Ss0s

Ragdes

Cloaca

Vesicula Intestino

biliar

A
B
C

Qmim

*Controle

S. Senftenberg
S. Senftenberg
S. Infantis;
S.Senftenberg;
S. Give

S. Infantis;
S.Senftenberg;
S. Give
S.Senftenberg
S.Senftenberg
S. Infantis;
S.Senftenberg;
S. Give;

S. Fyris

S. Infantis;
S.Senftenberg;
S. Give;

S. Fyris

S. Infantis,

S. Give;

S. Senftenberg
S. Infantis;

S. Give;

S. Senftenberg

S. Infantis
S. Infantis

S. Infantis

S. Infantis

S.Senftenberg
S. Give;
S. Bredeney

S.
Infantis

S. Infantis, S.
Bredeney

S. Infantis, S.
Senftenberg

S. Infantis

S. Infantis

*Ragdo sem adigdo de farinhas de origem animal.

53



Ao décimo dia de vida, a anilise da cloaca indicou apenas um grupo
contaminado, o que ndo significa que os outros grupos ndo apresentaram
contaminacdo, pois até mesmo a diarréia ocorreu para todos os grupos das aves.

Os sorotipos encontrados no grupo G correspondem aos presentes na
alimentagdo e comprovam a relagdo restrita entre a fonte alimentar e a infegdo
das aves. O sorovar S. Bredeney aparece somente na cloaca deste grupo e no
intestino de outro grupo, podendo demonstrar entdio que este sorotipo esteja
veiculado através da compra de aves ja infectadas ou de contaminagio ambiental
como vindos de roedores, passaros, insetos, procedimentos de manejo, etc.

No grupo controle temos a ragdo contaminada pelo sorovar S. Infantis,
comprovando a dissemina¢do deste patogeno através da vesicula biliar e do
intestino. Em geral, para os cinco grupos (45,45%) onde foi constatada a
presenga de Salmonella, os sorotipos presentes obedeceram a uma relagio restrita
com os encontrados na sua fonte alimentar.



4 CONCLUSOES

Os sorotipos isolados nas ragdes foram também isolados nas farinhas,
demonstrando que a fibrica de ragdes é um importante ponto critico da
disseminag3o da Salmonelia.

Os sorovares S. Infantis, S. Senftenberg e S. Give presentes em sitios de
contaminagdo das aves também foram identificados nas fontes alimentares
distintas. De acordo com as evidéncias, a ingestio de alimento contaminado esta

relacionada como fator crucial na disseminagio dos sorovares de Salmonella.
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CAPITULO 3

AVALIACAO DO PERFIL HIGIENICO SANITARIO E PRESENCA
DE SALMONELAS EM FRANGO DE CORTE “IN NATURA”

RESUMO

SANTOS, E. J. Avaliagio do Perfil Higiénico Sanitirio e Presenca de
Salmonelas em Frango de Corte “In Natura”. Lavras: UFLA, 1998
(Dissertagdo - Mestrado em Ciéncia de Alimentos)

Procedeu-se 2 uma avaliagdo microbioldgica de 33 carcagas de frangos,
atendo-se a presenga de salmonelas e enumeragdo de coliformes de origem fecal,
cumprindo-se neste trabalho um programa de monitoramento e sugestio de
medidas de controle da contaminagio microbioldgica. As aves foram agrupadas
de acordo com sua dicta alimentar. Para o enriquecimento seletivo foram
utilizados os caldos Tetrationato Muller-Kauffinann e Rappaport-Vassiliadis e na
etapa de cultivo seletivo o dgar Rambach e SS (Salmonella-Shigela) a 37°C e
43°C. As estirpes bacterianas suspeitas foram identificadas através dos sistemas
comerciais API 20E e Bac-Tray (I e I) e posteriormente enviadas para
sorotipagem no Laboratério de Zoonoses Bacterianas da Fundagio Oswaldo
Cruz. Foi evidenciada a presenca de salmonela em 54,54% dos lotes de aves,
comprovando a inadequagdo destes ao consumo humano de acordo com a
legislagdo brasileira. Os sorotipos S. Senftenberg e S. Infantis presentes na
carcaca podem estar associados a ingestdo de alimento contaminado pelas aves.
Nas ragdes e ingredientes foram encontrados os sorotipos S. Senftenberg, S.
Infantis, S. Give and S. Fyris. Verificou-se a enumerago de coliformes de origem
fecal bastante alta, indicando ser recomendével a adogio de medidas higiénico-
sanitarias e operacional no abatedouro e na estocagem refrigerada que possam
reduzir, de maneira significativa, a proliferagio destes germes.

Comité Orientador: Dra. Eliana Pinheiro de Carvalho -UFLA (Orientadora)
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ABSTRACT

SANTOS, E. J. Hygenic- Sanitary Profile and Presence of Salmonella in
Fresh Poultry Meat. Lavras: UFLA, 1998. (Dissertation - Master Program
m Food Science)

Thirythree chicken carcasses were examined for the presence serovars
of Salmonella and fecal coliform counts. The birds were divided in eleven groups
according to the diets furnished of the animals. For the selective enrichment the
Tetrationate Muller Kaufman and Rappaport Vassiliadis brothes and at the
selective cultivation step the Rambach and SS (Salmonella-Shigella) agar at
37°C and 43°C were utilized. The suspected bacterial strains were identified by
commercial systems API 20E and Bac Tray (I and II) and later sent for
serotyping to the Bacterial Zoonosis Laboratory of Fundagio Oswaldo Cruz. The
presence of Salmonella sp was found in 54.55% of the bird groups, which makes
it inadequate for human consumption according to the Brazilian microbiologic
legislation. The presence of the serovar S. Seftenberg and S. Infantis can be
associated with the intake of contaminated feed. In the feeds and feedstuffs of the
birds the following serotypes were found: S. Senftenberg, S. Infantis, S. Give and
S. Fyris. Microbiologycal tests for fecal coliform counts indicated the need for na
improvement in sanitary and operational procedures at several steps in the
slaughter house and also in refrigerated chilling storage, from where the carcasses
came.

Guidance Committee: Dr. Eliana Pinheiro de Carvalho - UFLA
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1 INTRODUCAO

Sendo o Brasil um pais produtor e exportador de came de frango, sua
industria nacional tem se preocupado com o problema da sanidade avicola.
Entretanto, o grande enigma da salmonelose reside na outra face, cuja forma
clinica quase sempre ¢ inaparente e rotulada em patologia aviaria, como infecgdes
paratificas. Estas sdo responsiveis em grande parte, pela propagagdo de
salmonelas a produtos de consumo humano.

Com muita probabilidade a amplitude de sorovares presentes nos
produtos avicolas tem como causa primordial a veiculagfio de salmonelas através
de ragdes. (Berchieri et al, 1989; Hofer, 1997).

Inerente as fontes que propiciaram a contaminagdo de aves ainda vivas,
mesmo quando usadas boas técnicas de processamento durante o abate, estes
microorganismos ainda poderio disseminar em todo o ambiente do abatedouro.

Almeida & Silva (1992) demonstraram que o escaldamento e o
resfriamento reduziram a carga bacteriana, mas nas operagdes de depenacdo e
evisceragio ela voltou a aumentar. Os microorganismos presentes na pele, penas
e intestinos das aves chegam até o tanque de escaldamento e depenadeiras. Nesta
area eles podem ser transferidos as carcagas durante a permanéncia delas na agua
deste tanque e pelos dedos de borrachas das depenadeiras, através da agdo
mecanica e traumatizante que estes exercem (Almeida et al., 1993).

Alguns sorotipos de Escherichia coli estio associados com doengas das
aves, mas porém, pode-se dizer que os sorotipos produtores de doengas nas aves
nio afetam o homem. Entretanto, um dos problemas da Escherichia coli é que
alguns organismos podem tornar-se resistentes a certos antibidticos e,
ocasionalmente, transferir esta resisténcia a outros membros das enterobactérias.
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A exposicdo a Salmonella sp pode ocorrer em qualquer local ou momento
durante todos os processos de produgdo ou processamento. A distribuigcdo de
salmonelas sobre condiges naturais contribui para a ocorréncia de infecgio nas
dezenas de hospedeiros. As aves submetidas a criagio estdo expostas a
salmonelas em praticamente todo o seu ciclo de vida. Portanto as primeiras
consideragSes quanto as medidas de prevengdo devem ser em relacdo a evitar a
transmiss3o.

O presente trabalho teve como objetivo um monitoramento
microbiolégico onde foi pesquisada a presenca de salmonelas e determinado o
NMP de coliformes fecais em frango “in natura “ alimentados com ragio
contaminada naturalmente.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

2.1.2 Coleta de amostras das carcagas de frangos

Apés receberem uma alimentagfio diferenciada (tabela 1) 33 frangos de
corte a0 45° dia de vida foram escolhidos ao acaso e submetidos ao abate no
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Lavras. No decorrer deste
abate foram realizadas etapas de sangria, escaldamento e depenacdo, sendo que a
evisceragdo se deu em condiges assépticas no Laboratério de Microbiologia do
Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras.

As carcacas foram agrupadas em um “pool”, de acordo com sua origem

alimentar (tabela 1) e, devidamente, rotuladas para posterior analise.

TABELA 1 - Divisdo dos grupos de aves em relagiio 2 dieta e idade

Grupos de aves Alimentacio/aves

Ragdo com farinha A/ pintos de 1 dia
Racdo com farinha A/ pintos de 7 dias
Ragdo com farinha B/ pintos de 1 dia
Ragdo com farinha B/ pintos de 7 dias
Ragdo com farinha C/ pintos de 1 dia
Ragdo com farinha C/ pintos de 7 dias
Racdo com farinha D/ pintos de 1 dia
Ragdo com farinha D/ pintos de 7 dias
Ragdo com farinha E/ pintos de 1 dia
Ragio com farinha E/ pintos de 7 dias
Ragdo sem farinha de origem animal/ pintos de 1
dia

Ae=TTQMEHDUOUO WP

62



2.2 Métodos

Utilizou-se como regra geral o método descrito pela Associagio
Americana de Saiide Publica “American Public Health Association- APHA”, com
as etapas a seguir (SPECK, 1984).

2.2.1 Pré-enriquecimento de ragdes e matérias-primas

No laboratério as amostras devidamente codificadas e pesadas em
porg3es de 25g foram depositadas em frascos de boca larga contendo 225 mL de
agua pepetonada tamponada a 1%. A incubagdo deste material foi realizada a
37°C em estufa bacteriolégica por 24h, como pré-enriquecimento para o

1solamento inicial de salmonela.
2.2.2 Pré-enriquecimento para carcagas de frango

Utilizou-se a técnica de enxagiie (Russel et al, 1997 com modificagdes),
cada frango era enxaguado com agua peptonada tamponada a 1% por 1:30
minutos, sob agitagdo manual e em shaker. O liquido de enxaguagem foi mantido
a temperatura ambiente por seis horas e depois em estufa a 35°C/ 18 a 24h.
2.2.3 Enriquecimento seletivo

Aliquotas de 1 mL de amostra pré-enriquecida eram inoculadas nos

caldos tetrationato Muller Kauffmann (TMK) e Rapapport-Vassiliadis (RV) nas
temperaturas de 37°C e 43°C/ 18-24H.
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2.2.4 Plaqueamento em dgar de cultivo seletivo

Foram utilizados dois tipos de agar: agar Salmonella-Shigella (SS) e o
agar Rambach (RAM). A escolha decorreu do tipo de amostras que seriam
trabalhadas, altamente contaminadas por outras enterobactérias. Ap6s o periodo
de incubacdo, os tubos dos caldos TMK e RV eram levemente agitados e retirada
uma alcada para plaqueamento em estrias de esgotamento nas placas de petri
contendo os agar seletivos. As placas eram entdo incubadas por 18-24h de acordo
com a temperatura de incubacio dos caldos delas originados, 37°C e 43°C.

2.2.5 Triagem de coldnias suspeitas

As colénias que apresentavam reagdes indicativas de serem salmonelas
nos agar seletivos eram selecionadas e passadas, com o auxilio de al¢a em forma
de agulha, para tubos de triagem contendo o meio de agar triplice agicar e ferro
(TSI) e o agar lisina ferro (LIA). A inoculagdo era feita através de picada central
e estriamento sobre superficie inclinada. Procurava-se retirar até seis colénias
suspeitas de cada uma das placas de agar seletivos. Os tubos de triagem, apds a
devida identificagdo, eram incubados 18-24h em estufa a 37°C. Apés este
periodo, os tubos que apresentavam reagdes caracteristicas de serem salmonelas

eram selecionados para as provas bioquimicas de identificagio genérica.

2.2.6 Identifica¢iio bioquimica

Para uma rapida identificagdo bioquimica foram utilizados os sistemas
comercias Bactray I e I (DIFCO) e o API 20E (BIOMerriex).



2.2.7 Tipifica¢@o sorologica

As cepas caracterizadas bioquimicamente como Salmonella sp foram
identificadas, repicadas em frascos de vidro contendo agar nutriente, fechados
com tampa de borracha e lacre de aluminio, e armazenadas em geladeira para
posterior envio ao Departamento de Bacteriologia da Fundagio Oswaldo Cruz-
FIOCRUZ, Rio de Janeiro para a identificagio sorologica e tipificacdo.

2.3 Enumeracéo de coliformes

Visando obter um perfil higiénico sanitirio mais completo foi
determinada a enumeragio de coliformes totais e de origem fecal (SPECK, 1983).

Do liquido de enxaguagem, foram feitas diluigdes em 90 mL de agua
peptonada 0.1%, apds esta diluicdo inicial foram feitas diluigdes subsequentes.

O teste presuntivo para coliformes de origem fecal foi feito em uma série
de 3 tubos com caldo lauril sulfato triptose, incubando-se a 35 °C durante 48
horas. Das amostras com produgdo de gas foi feito o teste confirmativo em caldo
EC a 45°C por 24 horas.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAQ

As aves chegam contaminadas através da pele (externamente) ou devido a
etapa de evisceragdo (contaminagdo interna) e na imersdo desprendem os residuos
do abate na agua. Os indices de isolamento desta etapa sdo bastante variaveis,
pois dependem dos cuidados de sanitizagdo da industria, grau de contaminagao
extena e interna do lote, utilizagdo ou ndo de medidas adicionais no resfriamento
como aditivos a agua e a propria taxa de reposi¢do de 4gua no tanque.

De acordo com Russel et al (1997), o método de enxagiie de carcacas tem
ganhado popularidade e tem sido considerado o método mais apropriado para a
remogdo de salmonelas de carcagas de aves. Este método é utilizado
particularmente para determinar populagdes bacterianas que sio encontradas em
nichos especificos ou em niimero reduzido na carcaca de aves.

No presente trabalho as aves foram abatidas e depois depenadas em
depenadeira de borracha, sem cuidados de desinfecdo e sem etapa de
resfriamento. Foi isolada Salmonella em 54,54% dos grupos de aves como
relatado na tabela 2.

Os sorotipos encontrados nas carcagas foram o S. Senftenberg e S.
Infantis. O S. Senftenberg se destacou na frequéncia de acordo com a tabela 2,
que pode ser observada tanto no alimento quanto na ave, ja que em quatro grupos
fica comprovada a presenga do mesmo sorotipo no alimento e carcacas.

A taxa de contaminagdo de carcagas é variavel. Machado et al. (1994)
em Santa Catarina/RS, demonstraram que 13,3% das carcagas de frangos prontas
para consumo estavam contaminadas por salmonela e os sorotipos identificados
foram S. Enteritidis e S. Agona. Costa et al (1996) verificaram que 8,3% das

amostras de carcagas de frango obtidas em abatedouro com controle higiénico-

66



TABELA 2 - Sorovares de Salmonella em frango “in natura”,

Nimero de isolamentos e respectiva fonte alimentar dos frangos

Grupos
de aves

Fonte alimentar

Carcaca de frangos

Racio

Farinha de camnes e
0SS0S

sorotipos n?de
isolamentos

Owx»

I Oomm g

I

J

S. Infantis
S. Infantis

S. Infantis

S. Infantis

*Controle S. Infantis

S. Senftenberg

S. Senftenberg

S. Senftenberg; S. Give,
S. Infantis

S. Senftenberg; S. Give;
S. Infantis

S. Senftenberg

S. Senftenberg

S. Fyris; S. Senftenberg;
S. Give, S. Infantis

S. Fyris; S. Senftenberg;
S. Give, S. Infantis

S. Senftenberg; S. Give;
S. Infantis

S. Senftenberg; S. Give;
S. Infantis

S. Infantis 05
S. Senftenberg 06
S. Senftenberg 01

S. Senftenberg 07

S. Infantis 01

S. Senftenberg 02

*Ragdo sem adigdo de farinhas de origem animal.
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sanitario estavam contaminadas, sendo que nas trés primeiras colheitas nio foi
isolada Salmonella, enquanto que das 15 amostras analisadas na wltima colheita,
33,3% delas estavam contaminadas. Enquanto no abatedouro sem controle 13,3%
das carcagas analisadas foram positivas para salmonela, nas duas primeiras
colheitas, 30% das amostras de cada uma delas estavam infectadas nas duas
ultimas ndo foi isolada salmonela. O fato de ndo se isolar a bactéria em todas as
colheitas sugere que alguns lotes de frangos, que sdo provenientes de diferentes
locais, chegam aos abatedouros infectados pela bactéria e podem dissemina-la
para as carcacas durante as fases do abate e processamento, enfatizando a
importéncia do controle da salmonelose em nivel de granja.

Os valores das contagens de coliformes fecais estio registrados na tabela
3. A legislagdo nacional nio faz limitagdes para a presenca de coliformes fecais.
Entretanto, a adotada no Estado de S0 Paulo, conforme Decreto n® 12486, de 20
de setembro de 1978, estabelece o limite de 3 X 10> NMP/g para coliformes
fecais.

De acordo com a portaria 01/87 da Divisdo de Vigilancia Sanitiria de
Alimentos, contagens acima de 10’ revelaram que as condigdes higiéncias
sanitarias da came s3o insatisfatorias, o que significa que todas as amostras desta
pesquisa ndo sdo satisfatorias para o consumo de acordo com este item que pode
ser observado na tabela 3.

Nota-se na presente pesquisa que a adogdo de medidas higiénico
sanitarias se fazem necessarias desde a fase da criagdo das aves até a fase de

processamento e abate.
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TABELA 3 - Avaliagio das condigdes higiénico sanitdrias através da

contagem de coliformes fecais em frango de corte “in natura”

*Amostras Coliformes fecais em NMP/g
Aves grupo A 2,5x 107
Aves grupo B 2,5x10°
Aves grupo C >1,4x10°
Aves grupo D >1,4x 10
Aves grupo E >1,4x 10
Aves grupo F >1,4x 10°
Aves grupo G >1,4x10®
Aves grupo H >1,4x10°
Aves grupo I >1,4x%10®
Aves grupo J >1,4x10°

Aves grupo K (controle) >1,4x10%

*As amostras foram agrupadas de acordo com dieta alimentar, sendo que as
av&sdogrupoKreceberamragﬁosemadicﬁodefarinhadecameeossose
as demais com adi¢do da mesma em sua formulagio.
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4 CONCLUSOES

As carcagas apresentaram condigdes higiénico-sanitirias insatisfatorias
indicando ser recomendavel a adogio de medidas operacionais no abatedouro e na
estocagem refrigerada que possam reduzir, de maneira significativa, a
proliferagdo de germes e, ainda, eliminar qualquer quantidade de Salmonella. Os
sorotipos S. Senftenberg e S. Infantis presentes na carcaga podem estar
associados a ingestio de alimento contaminado pelas aves uma vez que os

mesmos também foram isolados nos alimentos.
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