1. INTRODUCAO

A avicultura é o setor do agronegécio brasileiro que mais investiu em
tecnologia nos ultimos 20 anos, proporcionando uma significativa evolugao na
producédo. O dinamismo desta atividade, esta atrelado aos constantes ganhos
em produtividade, devido a melhora dos indices de conversao alimentar,
melhoramento genético, maior automacgao dos aviarios e melhor manejo (APA,
2005).

Segundo a Associagdo Paulista de Avicultura (APA, 2005), a producéo
de frangos de corte no Brasil aumentou 6%, se comparado a de 2004. Em
2005, o Brasil alcancou o terceiro lugar na producdo mundial para exportacéao
da carne de frango, com aumento em volume de 20,5%, perdendo apenas para
os Estados Unidos e Unido Européia.

Com a globalizacdao da economia, as barreiras sanitarias assumiram
grande importancia no comércio internacional de produtos de origem animal,
uma vez que o0s paises importadores procuram evitar a entrada de patégenos
em seus sistemas de producao. Assim, torna-se imprescindivel ao setor avicola
nacional, atuar no sentido de sua estruturacdo para o alcance dos padrdes
internacionais de sanidade, de forma que os produtos brasileiros possam
competir nos mercados, livres de qualquer tipo de restricdo sanitaria.

Este crescimento da producédo avicola tem estimulado préaticas de

manejo como o aumento do numero de lotes reutilizando a mesma cama e



intervalos menores de vazio sanitario para a reducédo de custos operacionais.
Em virtude deste manejo, ocorre a proliferacdo de microrganismos
patogénicos, dentre os quais destacam-se o Clostridium perfringens e a
Salmonella spp. (JORGE, 1990).

PAULUS & RUCKEBUSH (1996) constataram que as perdas
econbmicas causadas pelo Clostridium perfringens (bactéria responséavel pela
Enterite Necrotica, caracterizada como um bastonete Gram positivo,
esporulado, com alta resisténcia ambiental), nem sempre decorrem da
mortalidade, mas pela absorcdo deficiente de nutrientes, anorexia e alta
conversao alimentar. Por outro lado, a Salmonella, bactéria caracterizada como
um bastonete Gram negativo, assume maior importancia em Saude Publica,
por serem as aves O maior e mais importante reservatério individual de
Salmonella spp existente na natureza e um dos veiculos mais importantes
dentre os causadores de toxinfeccbes no homem (GAST, 1997). As
Salmoneloses se destacam ainda pelas suas caracteristicas de endemicidade,
morbidade e, em particular, pela dificuldade de seu controle. Tais aspectos
decorrem dos  multiplos parametros  epidemiolégicos  envolvidos,
circunstanciados, principalmente, pelas inumeras fontes de infeccdo, pela
diversidade de espécies afetadas e vias de transmissdo presentes no ciclo
(HOFER, REIS, 1994).

O trabalho objetivou verificar a contaminacao por Clostridium perfringens
e Salmonella spp. em camas de frango, novas e reutilizadas, relacionando a
proliferacdo das mesmas com o efeito do pH, desempenho e taxa de
mortalidade das aves.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Género Salmonella

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae,
compreendendo microrganismos patogénicos para o homem e animais. Tal
género foi criado por Ligniéres, em 1900, em homenagem a Daniel Salmon,
Médico Veterinario e Microbiologista responsavel pela caracterizacao do
agente do paratifo suino em 1884 (CORREA, CORREA, 1992).

As Salmonellas sao bastonetes Gram-negativos, anaerdbios
facultativos que medem de 0,7 a 1,5 por 2,0 a 5,0 um. A maioria dos sorovares
sao méveis devido a presenca de flagelos peritriquios, produzem gas a partir
da fermentacao da glicose e gas sulfidrico a partir da reducao do enxofre por
acdo da enzima cisteina desulfidrase. S&o capazes de descarboxilar os
aminoacidos lisina e ornitina, reduzir nitratos a nitritos e utilizar o citrato como
fonte de carbono (HOLT et al., 1994). Crescem em temperatura 6tima de 37° C,
mas ja foram observados crescimentos em temperaturas entre 5° e 45° C,
crescem ainda em pH variando entre quatro e nove, com 6timo crescimento em
pH 7 (GAST, 1997).

Possuem estrutura antigénica complexa, com trés tipos de
antigenos: somatico (O), composto de lipopolissacarideos da parede celular,
termoresistente; flagelar (H) constituido de proteinas dos flagelos peritriqueos,



termolabil; capsular (Vi), somente encontrado em S. Typhi, S. Dublin e S.
Hirchfeldii (BARON, PETERSON, FINEGOLD, 1994).

De acordo com o Manual Bergey’s of Determinative Bacteriology,
todos os sorovares de Salmonella conhecidos (incluindo o antigo género
Arizona) pertencem a duas espécies: Salmonella bongori e Salmonella
cholerasuis. S. bongori contem menos de dez sorovares que sdo considerados
raros. S. cholerasuis contem mais de 2.500 sorovares conhecidos e possui seis
subespécies: S. cholerasuis subespécie cholerasuis, S. cholerasuis subespécie
arizonae, S. cholerasuis subespécie diarizonae, S. cholerasuis subespécie
salamae, S. cholerasuis subespécie houtenae, S. cholerasuis subespécie
indica (HOLT et al., 1994).

POPOFF, BOCKMUHL, BRENNER (1998), em classificacdo mais
recente, informam que o género Salmonella consiste em duas espécies, S.
enterica e S. bongori, sendo a espécie S. enterica subdividida em seis
subespécies: S. enterica subespécie enterica, S. enterica subespécie arizonae,
S. enterica subespécie diarizonae, S. enterica subespécie salamae, S. enterica
subespécie houtenae, S. enterica subespécie indica. Os sorovares
pertencentes a S. enterica subespécie enterica sao designados por nomes
usualmente relacionados aos locais geograficos ou a fatores relacionados as

situacdes em que os sorovares foram primeiramente isolados.

Baseado nesta taxonomia, POPPE (1999) coloca que todos os
sorovares de S. enterica subsp. enterica devem ser escritos em letras romanas,
nao italizadas, com a primeira letra maildscula. Assim, S. enterica subsp.

enterica sorovar Enteritidis é referido como Salmonella Enteritidis.

Salmonella Pullorum, S. Gallinarum e muitos outros sorovares, tidos
como Salmonellas paratificas, podem estar envolvidos em infeccoes aviarias.
Tais sorovares possuem algumas propriedades bioquimicas peculiares. GAST
(1997) relaciona que as Salmonellas paratificas tipicas fermentam glicose
(produzindo &cido e gas), dulcitol, manitol, maltose e mucato, mas nao
fermentam lactose, sacarose, malonato ou salicina. As Salmonellas paratificas

podem ainda produzir gas sulfidrico em varios tipos de meio, descarboxilar



ornitina e lisina, utilizar o citrato como Unica fonte de carbono e reduzir nitratos

a nitritos.

Algumas diferengas bioquimicas sao também utilizadas na distincao
de S. Pullorum, S. Gallinarum e S. Arizonae das Salmonellas paratificas. S.
Arizonae nao fermenta o dulcitol, mas freqlientemente fermenta o malonato. S.
Pullorum nao fermenta mucato ou dulcitol e S. Gallinarum ndo descarboxiliza
ornitina e ndo produz gas a partir da fermentacao da glicose. Somando-se a
estas caracteristicas, S. Pullorum e S. Gallinarum sdo iméveis, enquanto as

Salmonellas paratificas sdo méveis (GAST, 1997).

2.1.1. Salmoneloses Aviarias

As salmoneloses das aves sao clinicamente classificadas em trés
doencas: a pulorose, causada pela Salmonella enterica subespécie enterica
sorovar Pullorum; o tifo aviario, causado pela Salmonella enterica subespécie
enterica sorovar Gallinarum; e as infec¢des paratificas, determinadas pelos
sorovares nao adaptados as aves, os quais, muito freqlientemente podem
causar toxinfecgdes alimentares em humanos (NASCIMENTO et al., 1997).

Salmonella Pullorum e S. Gallinarum determinam doencas clinicas
caracteristicas que podem levar a grandes perdas aos plantéis avicolas. Estes
dois sorovares encontram-se erradicados ou sob estrito controle na maioria dos
paises de avicultura desenvolvida, mas ainda provocam prejuizos em alguns
paises onde as medidas de controle ndo sdo executadas. Os outros sorovares,
entretanto, estao presentes e ocorrem em todos os tipos de criacdo de aves em
todo o mundo (SILVA, 1997).

A pulorose é uma doenca infecciosa que atinge especialmente
pintinhos e peruzinhos, sendo freqlentemente caracterizada por diarréia
esbranquicada e alta mortalidade em aves jovens, com adultos portadores
assintomaticos. A transmissdo ocorre principalmente por via transovariana,
embora seja admitida a penetragcdo pela casca do ovo, mas em menor

intensidade. Outra forma de transmissdao também importante é a horizontal,



onde pintos infectados verticalmente nascem e infectam outros no nascedouro,
pelos sistemas digestivo e respiratério, com extensa disseminagao
(SHIVAPRASAD, 1997).

Salmonella Gallinarum, responsavel pelo tifo aviario, causa doenca
sistémica em aves domésticas, com curso agudo ou cronico e mortalidade
moderada ou muito alta. Ocorre com maior freqiiéncia em aves adultas, mas
tem sido também relatada em aves jovens e pintinhos. Pode ser transmitida de
varias maneiras sendo que as aves portadoras sao 0s mais importantes
agentes disseminadores e perpetuadores da infeccdo, sendo comum o
contagio por contato entre aves infectadas e suscetiveis. A transmissao via ovo

€ possivel, embora tenha menor importancia (NASCIMENTO et al., 1997).

As Salmonellas ndo adaptadas as aves, Salmonellas paratificas,
podem causar doenca clinica e comprometer a producao avicola com perdas
econbmicas (BARROW, 1993), mas podem também infectar as aves sem
manifestar sintomas e determinar lesdes aparentes, acarretando a presenca de

aves portadoras que possuem importante significado para Saude Publica.

As Salmonellas paratificas, ao serem introduzidas nas granjas
através da racao ou pela via vertical, trazem conseqiiéncias desastrosas para a
avicultura industrial, pois as aves infectadas podem excretar Salmoneila,
contaminar 0 meio ambiente e infectar outras aves e seus subprodutos
(NAGAJARA, 1991).

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

POPPE (1999) observa que S. Enteritidis, S. Typhimurium e S.
Heidelberg sdo as principais Salmonellas causadoras do paratifo aviario. Estes
sorovares podem ocasionalmente infectar os ovarios, oviduto e conteudo dos

OVOS.



Salmonella Enteritidis pode ser transmitida verticalmente para a
progénie de lotes de matrizes infectadas e horizontalmente entre lotes, sendo
que a infeccdo em aves reprodutoras ndo leva a efeitos significantes no que
tange a fertilidade, eclodibilidade e producao de ovos (LISTER, 1988, DAVIES
et al., 1997).

DESMIDT, DUCATELLE, HAESEBROUCK (1997) observaram por
meio de inoculagcdes experimentais com S. Enteritidis, fagotipo quatro, em aves
com quatro semanas de idade, a presenca de infiltracdes de heterofilos,
mostrando a tendéncia de S. Enteritidis se localizar nos ovarios podendo
contaminar os ovos e consequientemente a progénie. THIAGARAJAN, SAEED,
ASEM (1994) em trabalhos com poedeiras mostraram que S. Enteritidis pode
colonizar as membranas dos foliculos pré-ovulatérios através de interacdo com
as células da camada granulosa.

Contudo, existem outras possibilidades pelas quais S. Enteritidis
pode ser transmitida para os ovos. Infeccdo do oviduto pode resultar na
contaminacao da albumina e contaminacdo dos ovos durante a formacao. Ha
também a possibilidade dos ovos se tornarem contaminados apés a formagéo
da casca pelo contato com fezes contaminadas na cloaca ou mesmo no
ambiente (MCILROQY et al., 1989).

Os ovos incubaveis podem se tornar contaminados por Salmonella
spp. apos a postura, ainda nos ninhos, nos galpdes de matrizes, nos
caminhdes e no proprio incubatério, caracterizando a transmissao horizontal do
microrganismo. Nas incubadoras e nascedouros, as condicées de temperatura
e umidade existentes contribuem para a proliferagédo de Salmonella spp. (COX,
BERRANG, CASON, 2000). De acordo com COX et al.,, 1991, os embrides
podem ser contaminados na incubadora, com maior freqiéncia nos
nascedouros, durante a bicagem dos ovos e eclosao, e ainda ha possibilidade
de contaminacao durante o transporte dos pintinhos para as granjas.

CASON, COX, BAILEY (1994) verificaram, através de inoculacao
experimental, a possibilidade de ovos incubados, positivos para Salmonella,

presentes em uma UuUnica bandeja contaminar os pintinhos de bandejas



adjacentes em um mesmo nascedouro. Os autores observaram 44 % dos
tratos intestinais de pintinhos positivos para Salmoneila Typhimurium indicando
que o microrganismo, em nascedouro contaminado, pode alcancgar o intestino
de pintinhos procedentes de ovos livres de Salmonella, antes de serem
retirados dos nascedouros.

A contaminagcdo no incubatério pode resultar em exposicdo dos
pintinhos recém-eclodidos as Salmoneilas, no momento em que as aves sao
mais suscetiveis a colonizagdo do trato intestinal (BAILEY, COX, BERRANG,
1994, BYRD et al.,, 1998). FERREIRA (2000) ressalta que os pintinhos sao
passiveis de colonizacdo por Salmonella do grupo paratiféide e outros
enteropatdégenos nos primeiros sete dias de vida, e a instalacdo gradual de
uma microbiota intestinal torna a ave menos suscetivel a este patégeno.

Em frangos de corte, as infec¢des por S. Enteritidis aparecem mais
comumente em aves de até duas semanas. Infectadas pela via vertical, ocorre
alta mortalidade neste periodo, seguido de falta de uniformidade no lote, apatia
e prolongada excrecao fecal (SUZUKI, 1994, GAST, HOLT, 1998).

GAST, BEARD (1989) inocularam oralmente com S. Typhimurium,
pintinhos com idade de 1 a 8 dias e observaram que a mortalidade decrescia a
medida que a idade de inoculacdo aumentava. Observaram também que
ocorria uma persisténcia de S. Typhimurium no ceco das aves inoculadas nas
diferentes idades até sete semanas apds a inoculacao, evidenciando que a
Salmonella consegue permanecer no trato entérico, transformando essas aves
em portadoras e possiveis fontes de toxinfeccdo alimentar para seres

humanos.

DESMIDT, DUCATELLE, HAESEBROUCK (1997) conduziram
estudos para verificar a patogénese da infecgdo experimental por S. Enteritidis
fagotipo quatro através da inoculacdo em pintainhas de um dia e frangas de
quatro semanas de idade. Os autores observaram a doenga clinica com
mortalidade de 8% nas aves que foram inoculadas com um dia de idade sendo
encontradas peritonites, pericardite, onfalite e tiflite com nddulos

granulomatosos. As aves inoculadas com quatro semanas de idade nao



desenvolveram doenca clinica, mas na necropsia foram encontradas algumas

lesbes nos cecos, caracterizando tiflite com nédulos granulomatosos.

Varios outros fatores podem facilitar a disseminacao e transmissao
horizontal de Salmonella em uma granja de frango de corte. NAKAMURA et al.
(1997) citam que o fluxo do ar influenciou na transmissdo horizontal de S.

Enteritidis, sendo mais rapida em condi¢cdes onde o fluxo de ar foi menor.

GAST, MITCHELL, HOLT (1998) verificaram a transmissao
horizontal de S. Enteritidis através do ar e observaram que o isolamento de

Salmonella foi maior nas penas das aves (77 %) do que nos 6rgaos (33 %).

DAVIES, WRAY (1995) relatam ainda a importante participacdo dos
ratos na disseminacao e persisténcia de S. Enteritidis em ambientes avicolas.

2.1.2. Salmonella spp. e Saude Publica

A toxinfeccdo humana devido a ingestdo de produtos alimenticios
contaminados por Salmonella tem registros que datam o final do século
passado, ocasiao em que individuos se contaminaram ingerindo carne bovina
(BERCHIERI JUNIOR, 2000).

Em avicultura, a preocupagdo com Salmonella teve aumento em
meados da década de 80, quando S. Enteritidis fagotipo quatro ocasionou

sérios problemas em humanos na Inglaterra (BAXTER-JONES, 1996).

No inicio da década de 70, CLARK et al. (1973) citam casos de
toxinfeccdo humana por S. Agona oriunda de aves alimentadas com ragao

contendo farinha de peixe contaminada.

SOJKA, FIELD (1970), em estudos na Inglaterra observaram que a
incidéncia de S. Pullorum e S. Gallinarum vinha decrescendo, cedendo seus
lugares a outros sorovares. BRUNER (1967), em trabalho relatando sorovares
de Salmonella em 1253 isolamentos de galinhas e frangos nos Estados Unidos,
encontrou resultados parcialmente semelhantes aos de SOJKA, FIELD (1970),

sendo S. Pullorum e S. Typhimurium os sorovares mais isolados.



10

HUMPHREY, MEAD, ROWE (1988), verificaram aumento da
incidéncia de toxinfecgdo alimentar por Salmonella na Inglaterra. O trabalho
mostrou a S. Typhimurium como o sorotipo mais freqiente e os produtos de

origem avicola a principal fonte de infec¢ao.

SILVA (1997) observa que a S. Enteritidis, especialmente os
fagotipos quatro e oito, vem se destacando como agente causador de graves
infeccdes humanas de origem alimentar veiculada por produtos avicolas, em
varios paises do mundo. Segundo NASCIMENTO et al. (1997), os ovos € a
carne de frango sdo dois dos produtos mais comumente apontados como
veiculadores dos agentes causadores de intoxicacGes alimentares,

especialmente Salmonella.

As Salmonellas mais comumente envolvidas em casos de
intoxicacdo alimentar em humanos sdo: S. Enteritidis, S. Typhimurium, S.
Hadar, S. Senftenberg, S. Agona, S. Newport, S. Montevideo, S. Derby, S.
Bareilly, S. Bredeney, S. Thompson, S. Infantis e S. Virchow (NASCIMENTO,
1996).

No Brasil, FERNANDES (1995) mostrou que houve aumento no
namero de isolamentos de Salmonella Enteritidis em Sao Paulo. O percentual
de isolamento deste sorovar em 1993 correspondeu a 10,1 % das Salmoneilas
isoladas de origem humana e 1,8 % de fontes ndo humanas. Ocorreram, em
1995, um expressivo aumento que correspondeu a 56,2 % e 43,4 %,
respectivamente, dos isolamentos de origem humana e ndo humana. Esse
aumento significativo foi associado a ocorréncia de surtos de enfermidades
veiculadas por alimentos.

TAVECHIO et al. (1996) em estudos complementares ao de
FERNANDES (1995) observaram que S. Enteritidis foi o sorovar prevalente em
ovos, aves (matrizes) e em amostras de ambiente avicola no Estado de Sao
Paulo. Os autores ressaltaram a importancia da contaminacao das matérias-
primas, componentes de racao de aves, pela S. Enteritidis, 0 que representa
um preocupante problema para a avicultura e consequentemente para a Saude

Publica.
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Ainda em Sao Paulo, cita-se o trabalho realizado pelo Instituto
Adolfo Lutz, que identificou durante o periodo de 1950-1990, 29.369 cepas de
Salmonella de fontes humanas, sendo 115 cepas de S. Enteritidis. Nesse
periodo, este sorovar correspondeu a 0,4 % de todas as Salmoneillas isoladas
(TAUNAY et al., 1996).

HOFER, SILVA FILHO, REIS (1997) analisaram, no periodo de 1962
a 1991, 2.123 amostras de Salmonella isoladas de aves de diversos estados
brasileiros e reconheceram 90 sorovares sendo S. Gallinarum, S. Pullorum, S.
Typhimurium, S. Heidelberg, S. Enteritidis e S. Infantis os sorovares mais
freqientes no periodo. Neste trabalho os autores observaram, no periodo
supracitado que a S. Pullorum e S. Gallinarum foram os sorovares tidos como
muito freqUentes. Ainda segundo os autores a S. Enteritidis passou de sorovar
freqUente, no periodo de 1972 a 1981, para muito freqiiente no periodo de
1982 a 1991.

BEARD (1997) informou que, nos Estados Unidos, surtos de
Salmoneloses em humanos ocorreram, principalmente, em pessoas com
problemas imunoldgicos, pacientes submetidos a transplante de 6rgaos e
quimioterapia para o cancer, sugerindo que deve haver uma pressao sobre a
industria avicola para diminuir os niveis de Salmonella spp. em seus produtos.

LIRIO et al. (1998) verificaram a freqiiéncia de sorovares de
Salmonella isolados de alimentos analisados pelo Laboratério de Controle de
Alimentos em Sao Paulo. Foram mais freqiientes os sorovares S. Enteritidis
(70,6 %), S. Agona (3,7 %), S. Brandenburg (2,9 %), S. Hadar (2,9 %) e S.
Anatum (2,9 %), sendo que frango in natura e lingUiga crua foram os alimentos
que originaram maior numero de isolamentos, com 77,1 e 10 %,
respectivamente.

PERESI et al. (1998) relataram a ocorréncia de 23 surtos de
enfermidades transmitidas por alimentos causados por S. Enteritidis, na maioria
pelo fagotipo quatro, no Estado de Sdo Paulo e observaram que o aumento
significativo da ocorréncia deste patégeno no Estado parece estar associado

ao intercambio comercial de matrizes com paises da Europa.
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WALL, WARD (1999) em levantamentos realizados na Inglaterra e
Pais de Gales relataram aumento de isolamentos de S. Enteritidis em
humanos, especialmente fagotipo quatro, de 11 % em 1981 para 62 % em
1996, sendo os pratos preparados a base de ovos, sobremesas e aves, 0s

alimentos veiculadores em casos de surtos.

2.1.3. Salmonella spp. em aves, ambientes avicolas, racoes e produtos
finais

Bactérias do género Salmonella podem atingir todos os segmentos
da producdo de aves para corte tais como: granjas de reprodutoras,
incubatorios, granjas comerciais, fabricas de ragao, abatedouros, transportes e
pontos de comercializacdo. E, dentro de cada um destes segmentos, a
introducdo de patégenos deste género pode ocorrer por varias vias (BAILEY,
1994).

2.1.3.1. Salmonella spp. em incubatérios

A transmissdo vertical como via introdutéria de Salmonella em
criagOes avicolas pode ser confirmada através de andlises de forros de caixa
de transporte e aves recém-nascidas ainda no incubatério ou mesmo nas
granjas. ZANCAN (1998) avaliou a presenca de Salmonella em caixas de
transporte de pintos, de 1 dia, de reprodutoras pesadas e poedeiras
comerciais, encontrando percentual de contaminacdo de 77,13 e 44,45 %,
respectivamente. Sendo que S. Heidelberg foi o sorovar mais freqiente em
amostras de reprodutoras pesadas e S. Enteritidis em poedeiras comerciais.

COX et al. (1990) avaliaram trés incubatérios quanto a presenca de
Salmonella em fragmentos de ovos, swabs do material das esteiras e forro de
caixa de pintos, e encontraram, respectivamente, 71%, 80% e 74 % de
isolamento nas referidas amostras. Os percentuais de amostras positivos nos
trés incubatérios foram 67%, 75% e 91%. Foram identificados os sorovares S.
Berta, S. Give, S. Heidelberg, S. Kentucky, S. Meleagridis, S. Menhaden, S.
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Montevideo, S. Neinstedten, S. Ohio, S. Oranienburg, S. Thomasville e S.
Typhimurium.

Em trabalho realizado em seis incubatérios COX et al. (1991)
analisaram fragmentos de ovos, penugens e forros de caixas. Os autores
encontraram a presenca de Salmonella em todas os incubatérios estudados,
em niveis que variaram de 1,3 % a 36,0 % das amostras analisadas. Neste
estudo encontraram 4,5, 12 e 15,2 % de amostras positivas, respectivamente,
em penugens, forros de caixa e fragmentos de ovos. Foram identificados S.
Berta, S. California, S. Give, S. Hadar, S. Mbandaka, S. Senftenberg e S.
Typhimurium.

FROYMAN, STEPHAN, DAY (1997) acompanharam 79 lotes de
frangos de corte através de analises realizadas no incubatério e nos galpdes de
criacdo. No incubatdrio, as andlises de swabs de superficie mostraram 55 lotes
positivos, ou seja, 69,62%. Salmonella Senftenberg, S. Infantis, S. Hadar, S.

Heidelberg e S. Virchow foram os sorovares detectados.

2.1.3.2. Salmonella spp. em matérias-primas e racées avicolas

As racbes sdo consideradas uma das principais fontes de
Salmonella para lotes avicolas, desempenhando importante papel na
epidemiologia das infeccoes por este agente em plantéis avicolas.

BHATIA et al. (1979) avaliaram ragbes colhidas diretamente nos
depobsitos e silos de quinze lotes de frangos de corte no Canada. As amostras
foram colhidas antes do alojamento das aves e apo6s seis semanas de criacao.
Os autores encontraram 21,09 % de amostras positivas para Salmonella na
coleta realizada a sexta semana e identificaram os sorovares S. Havana e S.
Heidelberg. Adicionalmente as racdes, 90 amostras de figado e intestinos de
aves refugos com cinco dias de idade, foram analisadas obtendo positividade
em 6,6 % das amostras, sendo detectado os sorovares S. Infantis, S.
Bredeney, S. Heidelberg. Acrescenta-se que 0s sorovares encontrados nas
racdes e nas aves foram também observados na cama do aviario.

GIRAO et al. (1985) examinaram 94 amostras de matérias-primas e

ragcdes para aves provenientes de sete estados brasileiros, e encontraram um
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total de 14,90% de amostras positivas, sendo que as amostras de concentrado
e ragao tiveram um percentual de contaminacéo de 7,79%. Foram encontrados
os sorovares S. Anatum, S. Infantis, S. Senftenberg, S. Dublin, S. Gallinarum,
S. Saintpaul, S. 3,10:-:1,7¢e S. 6,7:-.

BERCHIERI JUNIOR et al. (1989) conduziram estudo colhendo
amostras semanalmente durante o periodo total de criacdo de um lote de
frangos de corte. Detectaram 22 sorovares de Salmonella, sendo 19 destes
encontrados em farinha de carne, nove na racdo, nove na cama das aves e
quatro nas fezes de ratos. Estes dados permitiram a constatagcdo de que a
farinha de carne foi a principal fonte de contaminacao para as aves, através da
racao.

Na Holanda, JACOBS-REITSMA, BOLDER, MULDER (1994)
verificaram, através de amostras cecais coletadas ao abate, a presenca de
Salmonella em 27 % de 181 lotes de frangos de corte. Neste trabalho, os
autores encontraram correlagdo entre o uso de ragcées com ingredientes de
origem animal e a presenca de Salmonella nos lotes avaliados.

HOFER, SILVA FILHO, REIS (1998) caracterizaram antigenicamente
cepas de Salmonella isoladas de matérias-primas e ragdes para aves
provenientes de sete regides distintas do Brasil no ano de 1976 e durante o
periodo 1979 a 1991. Foram reconhecidos 151 sorovares, dentre 0s quais 0s
mais freqUentes foram: S. Montevideo, S. Senftenberg, S. Havana, S.
Mbandaka, S. Tennessee, S. Infantis, S. Agona, S. Anatum, S. Cerro e S.
Bredeney.

Apesar das matérias-primas de origem animal serem as principais
responsaveis pela contaminacdo das ragcées ha também a possibilidade de
contaminacao proveniente de matérias-primas de origem vegetal.

ALBUQUERQUE, ITO, MIYAJI (1999) analisaram 136 amostras de
matérias-primas para ragées animais colhidas em uma fabrica de racao
comercial e encontraram 19,85 % de amostras contaminadas. Neste estudo
foram encontrados 50, 12,5 e 7,5 %, respectivamente, de matérias-primas de
origem animal, matérias-primas vegetais e industriais e derivados lacteos

contaminados por Salmonella. Os mesmos autores analisaram ainda 38
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amostras de rac¢des destinadas a aves reprodutoras pesadas e swabs de pé
colhidos na fabrica de ragdo, sendo encontrada uma amostra positiva nas
racdes para aves e nenhuma amostra positiva nos swabs de po.

PINTO (2000) observa que nos paises onde ocorre a criacao
intensiva de aves, as Salmonelas podem estar constantemente retornando as
criagdes, através das farinhas de origem animal, fabricadas a partir de animais

contaminados com Salmonella, com processamento inadequado.

2.1.3.3. Salmonella spp. na cama de aviarios

Entre os métodos para a deteccdo de Salmonella nos galpdes de
frango de corte estédo a cultura direta do material de cama e a cultura de swabs
de arrasto colhidos na cama do aviario. Segundo COHEN et al. (1994) a
técnica do swab de arrasto tem se mostrado tdo sensivel quanto a técnica de
cultura direta do material de cama.

No Canada, BHATIA et al. (1979) avaliaram amostras de cama de
quinze lotes de frangos de corte e concluiram ter sido a cama a fonte que
introduziu Salmonella na criacdo. Foram encontrados 17,1, 22,8 e 24 % de
amostras positivas para Salmonella respectivamente na cama nova, colhida
antes do alojamento das aves, cama coletada aos cinco dias de criagdo e na
cama coletada as seis semanas de criacao. Foram identificados os sorovares:
S. Infantis, S. Bredeney, S. Havana, S. Johannesburg, S. Montevideo e S.
Drypool.

COHEN et al. (1994) em pesquisa utilizando swabs de arrasto para a
deteccdo de Salmonella em dezoito galpdes de frangos de corte, encontraram
100 % dos galpdes positivos utilizando a técnica da reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR) e 83 % de positividade quando trabalharam com o cultivo
bacteriolégico convencional.

READ et al. (1994) comparando dois protocolos para o isolamento
de Salmonella avaliaram 209 amostras de cama colhidas em dezoito lotes de
frangos de corte no Canadéa. Houve diferenca de isolamento entre os métodos,
sendo que o método onde se empregou pré-enriguecimento em agua
peptonada tamponada, enriquecimento em agar semi-sélido modificado



16

Rappaport Vassiliadis e plagueamento em agar MacConkey apresentou 46,9 %
de amostras positivas. O outro método testado, onde se utilizou caldo
Tetrationato e Verde Brilhante no enriquecimento e plagueamento em agares
Verde Brilhante com Novobiocina e Xilose Lisina Tergitol 4 (XLT4) apresentou
29,7 % de amostras positivas. Os sorovares isolados pelos autores foram S.
Heidelberg, S. Hadar, S. Anatum, S. Infantis, S. Berta, S. Saintpaul, S.
Enteritidis fagotipo 8 e S. O:r:2, sendo que S. Heidelberg e S. Anatum foram
isolados com maior freqiiéncia pelo método que empregou a agua peptonada
tamponada no pré-enriquecimento.

CALDWELL et al. (1995) avaliaram, por meio de swabs de arrasto
de cama de aviario, 31 granjas de frangos de corte, através de amostragens
realizadas em quatro periodos distintos. ldentificaram 25 sorovares de
Salmonella, sendo S. Derby, S. Hadar e S. Kentucky os mais freqlientes.
Somente em sete granjas foram detectados os mesmos sorovares nas quatro
amostragens realizadas e em cinco granjas 0s mesmos sorovares foram
detectados em amostragens consecutivas. Estes resultados sugerem que 0s
sorovares de Salmonella isolados de granjas de frangos de corte ocorrem
aleatoriamente sem nenhuma relagao aparente.

DAVISON, BENSON, ECKROADE (1995) citam que o isolamento de
Salmonella ocorre com maior freqliéncia através de swabs de arrasto secos.
BYRD et al. (1997) observaram resultados contrarios, sendo que o isolamento
de Salmonella através de swabs de arrasto umedecidos em leite desnatado
esterilizado em dupla concentracédo (66,7 %) foi maior do que o isolamento
realizado com swabs secos (40 %). Foram identificados S. Heidelberg, S.
Kentucky, S. Oranienburg, S. Agona, S. Montevideo e S. Senftenberg.

SASIPREEYAJAN et al. (1996) em estudo de prevaléncia de
Salmonella em treze galpdes de frangos de corte na Tailandia encontraram 100
% dos galpdes positivos, sendo as amostras de cama as que tiveram maior
freqUéncia de contaminacao, com 57 % de amostras positivas.

FROYMAN, STEPHAN, DAY (1997) utilizaram swabs de superficie
para verificar a presenca de Salmonella no ambiente de 79 aviarios de frangos

de corte. Os autores encontraram 25 aviarios positivos, sendo identificados os
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sorovares: S. Senftenberg, S. Infantis, S. Virchow, S. Bredeney, S. Indiana, S.
Enteritidis e S. Typhimurium.

MARTIN, MCCANN (1998) em trabalho avaliando camas de frango
na Georgia, Estados Unidos da América, analisaram 86 amostras e nao
detectaram a presenca de Salmonella.

CALDWELL et al. (1998) compararam o isolamento de Salmonella
através de swabs de arrasto e de protecbes para calcados utilizados nas
granjas de frangos de corte e observaram que Salmonella foi detectada com
igual frequéncia pelos dois métodos tanto em galpdes ocupados como em
galpbes vazios.

BYRD et al. (1999) amostraram 196 granjas de frangos de corte pelo
método do swab de arrasto e encontraram 42 % dos lotes positivos para
Salmonella, sendo S. Heidelberg e S. Kentucky os sorovares encontrados com

maior frequéncia.

2.1.3.4. Salmonella spp. em amostras de abatedouro

As carcacas de frangos podem apresentar uma grande variedade de
microrganismos, entre eles as Salmoneillas. Estas se encontram no frango vivo,
que as adquire no seu ambiente criatdério e se disseminam nas carcacas
durante as operacdes de abate. Um pequeno numero de aves portadoras é
suficiente para provocar a contaminagéo cruzada durante o processo de abate
(ALMEIDA, SILVA, ALMEIDA, 1993).

BHATIA, MCNABB (1980), LAHELLEC, COLIN (1985)
demonstraram que sorovares de Salmonella isolados de amostras de
incubatério podem ser subseqientemente isolados nos galpdes de criacéo e
nas carcacas apdés o processamento, evidenciando a possibilidade de
contaminacao do produto final e o perigo potencial para os consumidores.

GIORGI (1982) avaliou 500 amostras de fezes colhidas de aves ao
abate no Estado de Sdo Paulo e encontrou 2,6 % de amostras positivas,
caracterizando a condicdo de portadoras desempenhadas pelas aves e o
perigo potencial para a contaminacdo das carcacas. Neste estudo S.

Typhimurium e S. Anatum foram os sorovares mais freqientes.
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Na Franca, LAHELLEC, COLIN (1985) avaliaram 617 amostras do
ambiente de abatedouros e de fragmentos de pele do pescoco de frangos ao
abate, e encontraram 33,4 % de amostras positivas para Salmonella.

Em estudo de prevaléncia de Salmonella em carcagas de frango em
Portugal, BERNARDO, MACHADO (1989) encontraram 55 % de amostras
positivas sendo S. Enteritidis o principal sorovar isolado. Este sorovar foi
também o mais freqlente em casos de Salmoneloses aviarias e humanas.

IZAT, KOPEK, MCGINNIS (1991) avaliaram a incidéncia de
Salmonella em carcacas de frangos congeladas distribuidas no comércio
varejista em Fayetteville - Arkansas, originadas de criagbes convencionais e de
criagbes tidas como naturais ou organicas. Os autores detectaram
contaminagcdo em carcacas provenientes de ambos os tipos de criacdes e
diferencas nos sorovares isolados. Salmonella Typhimurium foi detectada
apenas em carcagas provenientes de criacdes organicas, enquanto que S.
Paratyphi e S. Arizonae foram isoladas em carcagas provenientes de ambos os
tipos de criagdes.

No Estado do Arkansas — U.S.A., WALDROUP et al. (1992)
conduziram estudos para avaliar o efeito da densidade de criacao de frangos
de corte sobre a contaminacao de carcacas ao abate, porém nao encontraram
relacao entre estes parametros.

NUNES et al. (1995), em Goiania-GO analisaram 53 amostras de
carcagas e cortes comerciais de frangos e observaram uma freqiéncia média
de Salmonella de 13,2 %, sendo identificados os sorotipos: S. Brandenburg, S.
Typhimurium, S. Agona, S. Derby e S. Hadar.

No municipio de Jaboticabal — Sao Paulo, COSTA et al. (1997)
analisaram 150 amostras de carcacas e cortes de frangos e encontraram 18 %
de amostras positivas para Salmonella. Neste estudo foram identificados S.
Senftenberg, S. Schwarzengrund, S. Minnesota, S. | 4,5,12:r:-; S. Heidelberg,
S. Anatum, S. Hadar, S. Enteritidis, sendo este ultimo sorovar predominante
neste estudo.

Ainda em Jaboticabal, SANTOS (1998), trabalhando com quatro
marcas comercias de carcacas de frangos congelados adquiridos no comércio
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varejista, constatou a presenca de Salmonella em 32 % das amostras. Foram
identificados os seguintes sorotipos: S. Agona, S. Anatum, S. Enteritidis, S.
Hadar, S. Havana, S. Mbandaka, S. Montevideo, S. Ouakam, S. Poona, S.

Schwarzengrund S. Enteritidis foi o sorovar predominante.

2.2. Clostridium perfringens

O Clostridium perfringens é um bastonete de extremidade arredondada
ou agucada, reto, Gram positivo, imével, e seus esporos sao subterminais
(HOBBS, 1972). Produz varios tipos de toxinas como: alfa, beta, epsilon, teta,
iota, kappa, lambda e mu, capazes de provocar patologias diversas (CARTER,
1988).

2.2.1. Enterite necrotica e microbiota normal

A enterite necrética em frangos foi primeiramente descrita por PARISH
(1961), o qual estabeleceu o Clostridium perfringens como o causador da
doenca.

BEER (1981) descreveu que o Clostridium perfringens causa
enfermidades inflamatérias e edematosas de curso agudo em bovinos
(gangrena gasosa) ou problemas digestivos como a enterotoxemia, devido a
contaminacao pela via digestiva. Ainda GUERREIRO et al. (1984) ressalta que
a via de entrada desse microrganismo € a digestiva.

A cama, assim como as fezes ou estercos de galinhas poderao,
portanto, ser grandes veiculos dessas doencas, como descrito por
ALEXANDER et al. (1968).

A Enterite Necrética também foi demonstrada em perus (DROUAL,
1994). O mesmo autor cita também o fato que a doenca provoca pouca
mortalidade, mas baixa performance em perus, que foram instalados em um
galpdo em que a cama estava altamente contaminada por Clostridium
perfringens. Esse microrganismo pode ser um constituinte da microbiota
intestinal, podendo as vezes causar infec¢des e necroses na mucosa atingindo
também o figado. Esse agente pode ser isolado principalmente do intestino
grosso e ceco de aves jovens aparentemente sadias, da cama, da racéo,
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podendo ou ndo desenvolver uma enfermidade. De acordo com SMITH (1988),
aves afetadas apresentam-se com ma pigmentacdo, crescimento deficiente,
depressao, perda de apetite, penas arrepiadas, fezes escuras, sanguinolentas
OU aguosa ou as vezes assintomatica.

Existe uma microbiota natural do trato gastrointestinal dos animais de
dificil definicdo, composta de aproximadamente 400 espécies em equilibrio
entre si e com 0 hospedeiro. Esta populacdo comeca a se estabelecer logo
apos o nascimento. Apds o estabelecimento da microbiota intestinal, o nimero
de bactérias diminui, exceto os lactobacilos que se tornam predominantes no
intestino delgado (BIOTECNAL, 1997). O trato intestinal tem um sistema de
defesa contra bactérias indesejaveis, que envolve o sistema imunolégico e
bactérias antagonistas. Um desequilibrio nesse sistema de regulagdo deixa o
animal susceptivel a invasao por enteropatdégenos.

FERNANDES et. al. (2000) relatam que os desequilibrios da microbiota
intestinal estdo associados ao estresse, qualquer que seja sua forma (doenca,
trocas de alimento, uso de antibidticos, mudancas bruscas de ambiente e altas
temperaturas).

Parte da selecdo da microbiota do intestino é quimica, devido a agentes
inibitérios como &cidos graxos volateis, acido sulfidrico, bile, lisozimas e
lisolecitinas (FULLER, 1984) e imunoglobulinas. Quando as bactérias
sobrepdem estas barreiras, devem ainda lutar contra o fluxo constante
resultante dos movimentos peristalticos. As bactérias permanecem no intestino
de duas maneiras: pela adesao as células epiteliais que revestem o intestino ou
crescendo mais rapidamente do que s&o removidas pelo peristaltismo
(FULLER, 1989).

A populacdo microbiana intestinal de um animal saudavel é enorme,
sendo que os anaerdbios facultativos e os obrigatérios podem estar presentes
em concentracées de 10° e 10''/g de digesta respectivamente (LADINEK,
1970). Estima-se que ha 10" bactérias no intestino, portanto, as bactérias do
trato digestivo tém uma grande influéncia no metabolismo, na fisiologia e na
nutricdo do animal hospedeiro (FULLER, 1989).
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2.3. Efeito da aménia e pH na criacao de frangos de corte

O aumento da quantidade de agua eliminada na urina e fezes traz
problemas com relacdo a elevacdo dos teores de umidade da cama aviaria
afetando diretamente a sua qualidade, favorecendo, portanto, o
desenvolvimento de doengas e aumento da quantidade de amdnia liberada.

Avaliando o efeito da quantidade de aménia presente na cama aviaria
sobre o desempenho das aves, ATTAR & BRAKE (1989) mostraram que
valores acima de 36 ppm de amdnia causaram perdas econdémicas para o
integrador e integrado.

Entretanto, HERNANDES (1997) relatou que agua em excesso ou sua
falta na cama aviaria, induz a diminuicdo do potencial de liberagcao de aménia,
pois o0 processo de liberacdo desta €& microbiolégico, em que os
microrganismos decompositores de compostos nitrogenados, durante a
fermentacdo da cama, fazem com que ocorra, conseqlentemente, perda de
nitrogénio por volatilizacao da aménia (NHs), aumentando sua concentragao no
ambiente, o que é prejudicial ao desempenho das aves. Concluiu ainda que o
excesso de umidade acima de 35% ou a falta de umidade abaixo de 20%
prejudicam o desenvolvimento desses microrganismos, sendo que 0s maiores
niveis de aménia foram observados quando a umidade chegou a 30%.

A ambnia € um gas incolor e irritante as mucosas, sendo formado a
partir da decomposi¢cdo microbiana do &cido udrico eliminado pelas aves.
Quando a quantidade de aménia inalada € superior a 60 ppm, a ave fica
predisposta a doencas respiratorias, aumentando os riscos de infeccoes
secundarias as vacinagdes. Quando o nivel de amdnia no ambiente atinge 100
ppm, ha reducdo da taxa e profundidade da respiracdo, prejudicando os
processos fisioldégicos de trocas gasosas. Esses niveis altos de aménia (60 a
100 ppm) podem ser observados no inicio da criagdo em galpbes, com a
reutilizacdo da cama (GONZALES & SALDANHA, 2001).

O pH da cama tem influéncia direta sobre os niveis de aménia no ar. A
volatilizagdo da amédnia é baixa, quando o pH é menor que 7, e aumenta, a
medida que o pH se eleva (REECE et al., 1979).

O pH abaixo de 7 e ions H+ na cama fazem com que aumente a
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proporcdo amoénio:amobnia, ou seja, mais amobnia sera convertida em ion
amodnio que nao € volatil. A amobnia volatiliza porque nao possui carga elétrica
(MOORE JR. et al., 2000). O pH influencia a volatilizacdo da aménia (IVOS et
al., 1966), pois em pH neutro ou abaixo de 7 ndo ha crescimento da bactéria
Bacillus pasteurianum, umas das principais bactérias ureoliticas, que se
desenvolvem bem em pH acima de 8,5 (TERZICH, 1997). REECE et al. (1980)
ressaltaram a importancia de manter o pH da cama abaixo de 7 para melhor
controle da aménia dentro dos barracées, porque com valores acima de 7 ha
uma maior liberacdo da amédnia da cama, sendo agravada quando supera pH
8.

SAMPAIO (1999) realizando experimento para avaliacdo da populacéao
microbiana e a liberacdo de ambnia em camas de frangos tratadas com
diferentes doses de gesso agricola, evidenciou que a utilizacao deste em forma
parcelada inibiu a volatilizacdo da amdnia implicando em decréscimo na

contagem padrao de microrganismos.

Como pode ser observada, a aménia pode causar inUmeros prejuizos na
producéo de frangos, sua monitoracéo e controle devem merecer atengéo dos

pesquisadores e produtores.
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3. MATERIAL E METODOS

As analises foram realizadas no Laboratério de Microbiologia do
Departamento de Patologia Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias de Jaboticabal - UNESP, advindas de criatérios instalados na
cidade de Sertdozinho, Estado de Sao Paulo, regiao Sudeste do Brasil.

3.1. Colheita das amostras de cama de frango

A colheita das amostras foi realizada em dez galpées. O material
utiizado como cama era maravalha de madeira, da qual retirou-se uma
amostra, de aproximadamente um quilograma, embaladas em sacos plasticos
estéreis, em quatro pontos diferentes e trés profundidades de cada galpao,
totalizando dez repeticdes para cada tratamento.

3.2. Tratamentos e delineamento experimental

Foi utilizado o delineamento em blocos casualizado (DBC), com trés
tratamentos (cama nova e reutilizadas uma e duas vezes) e dez repetigdes. A
andlise estatistica foi realizada no programa “Statistycal Analyses System”
(SAS, 1998).
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3.3. Método para analise microbioldogica e determinacao do potencial
Hidrogenionico (pH)

As andlises para contagem microbiolégica de Clostridium perfringens
foram realizadas de acordo com as recomendacdoes do "Bacteriological
Analytical Manual for Foods" (FDA, 1984).

Foram pesados 25g do material amostrado para cada repeticdo e
diluidos em 225ml de solucdo de agua peptonada a 0,1 %, previamente
esterilizada, e submetidos a homogeneizagdo manual por trés minutos, sendo
esta diluicao utilizada também para medicdao do pH com peagametro (marca
Analion).

Para o crescimento de Clostridium perfringens, realizaram-se diluicées
seriadas da mesma solugdo até 10°. Os tubos contendo as diluicdes foram
submetidos a choque térmico (80°C por 10 minutos e resfriadas em agua com
gelo, para eliminar contaminantes n&o esporulados) e posteriormente
semeadas em duplicatas, pelo método “pour plate”, em placas de Petri
contendo meio agar sulfito-polimixina-sulfodiazina (SPS) esterilizado. As placas
foram incubadas em condi¢cdes de anaerobiose utilizando jarras com sistema
Gas-Pak, a temperatura de 35-37°C por 24-48h (HOBBS, 1972; SPECK, 1976),
posteriormente realizou-se a contagem das colbénias caracteristicas através do
contador da marca Phoenix.

As anadlises de Salmonella seguiram as recomendacdes de Georgia
Poultry Laboratory (1997) e BRASIL (1995), com algumas modificacoes.

Para as andlises de Salmonella, um grama de cada amostra de
cama, 4agua, A. diaperinus (cascudinho) e racdo foram enriquecidas
inoculando-as em tubos contendo 9mL de caldo tetrationato-novobiocina (TN) e
selenito-novobiocina (SN) e incubadas a 42°C por 24 horas. Apds este periodo,
1mL dos caldos foram semeados, com auxilio de alca de platina, em placas
contendo meio MacConkey (Difco) e novamente incubados nas mesmas
condi¢cdes. Confirmando-se a suspeita do género, colbnias transparentes e
arredondadas foram isoladas, e inoculadas, em profundidade e superficie, em
agar ftriplice acucar ferro (TSl). As cepas que apresentaram reacdes e

caracteristicas morfolégicas compativeis com as do género Salmonella, em
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agar TSI, foram inoculadas nos caldos: uréia, vermelho de metila, lisina,
ornitina, arginina, malonato, glicose, lactose, sacarose e nos agares
fenilalanina, citrato de Simmons e SIM, para a caracterizacéo bioquimica. Estes
meios foram incubados a 37° C, por um periodo de até quatro dias, com
leituras diarias.

Unidades bioquimicamente confirmadas como Salmonella foram
submetidas ao teste sorolégico com soro polivalente anti-O e anti-H. Este teste
foi realizado em solucédo salina a 0,85%, a partir de suspensdes das culturas
com cerca de 18 horas de incubacéo a 37° C, em agar nutriente.

As cepas bioguimicas e sorologicamente confirmadas como
pertencentes ao género Salmonella foram encaminhadas, em agar nutriente,

ao Instituto Adolfo Lutz de Sao Paulo, Brasil.

3.4. Isolamento e identificacao de Clostridium perfringens

As colbnias caracteristicas de cor preta e medindo 0,2 a 0,5mm, foram
observadas macroscopicamente e realizados esfregacos corados pelo método
de Gram para observacao microscopica confirmando a presenca de bactérias
Gram-positivas, com forma de bastonete, catalase negativa, anaerdbias e
esporuladas, as quais foram repicadas em tubos com contendo caldo infusdo
de cérebro e coracao (BHI-Difco) com tampas de rosca, incubados em
anaerobiose a 35-37°C por 24h (DOWELL & HANKINS, 1968). Para confirmar
a pureza das cepas, novamente foram repicadas para placas de SPS e
incubadas nas mesmas condi¢coes supracitadas. As coldnias puras foram
submetidas a série bioquimica (SCHOCKEN-ITURRINO et al., 1988; CARTER
et al., 1995). Verificou-se a presenca de gelatinase, motilidade, fermentagao de
lactose, maltose, sacarose, bem como producéo de indol e salicina, utilizando-
se 0 meio de identificacdo para bactérias anaerébias da API-bio Mérieux
(CARTER et al., 1995, TORTORA et al., 1995).

3.5. Desempenho Zootécnico
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O desempenho das aves foi avaliado através do peso inicial (um dia) e
final (42 dias), ganho de peso diario, consumo de ragdo e conversao alimentar
aos 42 dias. O ganho de peso foi obtido somando-se o peso total das aves de
cada galpao subtraindo-se do peso total inicial; determinou-se o consumo de
racdo pela diferenca entre a quantidade fornecida e a sobra; e a conversao
alimentar, dividindo-se o consumo total de ragdo pelo ganho de peso total das
aves de cada galpdo. A taxa de mortalidade foi determinada pela diferenga
entre a porcentagem das aves aos 42 dias em relacdo ao alojamento das

mesmas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise microbiolégica demonstrou haver o crescimento de colbnias
caracteristicas de Clostridium perfringens produtores de H.S, como se pode
observar na Figura 1.

Os resultados correspondentes as analises microbioldgicas da contagem
de esporos de Clostridium sulfitos-redutores (Clostridium perfringens) nos
diferentes tratamentos, encontram-se na Figura 2. Pode-se observar pelos
dados obtidos que as contagens reduziram-se conforme a reutilizacdo das
camas, sendo que os valores totais das contagens transformados em Logio
variaram de 4,82 a 5,83 nas camas novas (T1), de 4,27 a 5,68 nas camas
reutilizadas uma vez (T2) de 3,88 a 4,47 nas camas reutilizadas duas vezes
(T3).

NTAGEM DE Clostridium perfringens

FIGURA 1 — Colbnias caracteristicas de Clostridium perfringens em agar SPS,

obtidas de amostras de cama de frango.
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FIGURA 2 — Contagem de Clostridium sulfitos-redutores transformados em
Logio, em amostras de camas de frango novas, reutilizadas uma e
duas vezes, obtidas de dez galpdes localizados na cidade de
Sertdozinho, regidao sudeste do Brasil, no periodo de Fevereiro a
Setembro de 2005.

Através dos resultados das medigdes de pH dos diferentes tratamentos,
verificou-se que o tratamento T1 apresentou valores de pH variando entre 7,76
a 8,48 enquanto que o T2 e T3 tiveram a variacdo de 8,2 a 8,52 e de 8,47 a
8,58 respectivamente, como mostra a Figura 3. Os valores elevados de pH,
também foram encontrados por SORBARA (2000), que analisando o pH de
cama de maravalha, encontraram valores de 7,7 a 8,5 nas camas com 21 dias
de utilizacdo e 8,6 a 8,8 com 49 dias de utilizacdo, devido a maior
concentracdo de amoénia dentro dos galpdes. REECE et al. (1980) ressaltaram
a importancia de manter o pH da cama baixo para melhor controle da aménia
dentro dos galpdes, porque com valores acima de sete ha uma maior liberacao
da aménia da cama, sendo agravada quando supera pH 8.
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FIGURA 3 — Medidas de pH das amostras de camas de frango novas,
reutilizadas uma e duas vezes, obtidas de dez galpdes localizados na
cidade de Sertdozinho, regido sudeste do Brasil, no periodo de

Fevereiro a Setembro de 2005.

Na Tabela 1, encontram-se os resultados da analise estatistica das
contagens de Clostridium sulfito-redutores, pH e desempenho zootécnico dos
tratamentos. Pode-se observar que houve diferenga significativa (p<0,05) na
contagem média de esporos de Clostridium perfringens apenas para o0 T3 em
relacdo ao T1 e T2, sendo este o tratamento com contagem inferior. Por outro
lado os tratamentos 1 e 2 n&o diferiram (p>0.05), porém o T2 apresentou, em
média, uma reducdo numérica quando comparado ao T1, mostrando a
tendéncia de reducao da contagem com as progressivas reutilizagdes da cama.

Para os valores de pH, todos os tratamentos diferiram entre si, sendo
que o T3 obteve em média o maior valor de pH, seguido pelo T2 e T1
respectivamente. Este fato deve-se a maior producéo de amoénia pelas aves, o
que diminuiria a viabilidade dos esporos de Clostridium perfringens (HOBBS,
1972). A menor contaminacao desta bactéria nas camas reutilizadas podem ser
devidas ao aumento de pH, o que dificultaria a germinacdo dos esporos.
SPECK (1976), relata que o pH ideal para o crescimento do Clostridium
perfringens varia de 6,8 a 7,3, sendo que dificilmente conseguem crescer em
pH acima de 7,8. Por outro lado, MERCHANT & PACCKER (1975) ressaltam
que o pH ideal para o crescimento deste microrganismo varia de 6,5 a 7,5.

T
mT2
@T3
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Estes dados concordam com os encontrados por TROVO (2004), que
estudando a contaminacao por Clostridium perfringens em camas de perus,
encontrou valores menores nas camas reutilizadas e maiores valores de pH
nas mesmas, porém os valores de pH encontrados variaram de 6,39 nas
camas novas e 8,21 nas camas reutilizadas. Este valor de pH superior no
presente experimento provavelmente se deve ao material utilizado como cama.

SAMPAIO et al. (1999), verificaram redugdo na contagem padréo de
microrganismos quando ocorria a alcalinizagdo da cama devido a maior
quantidade de amobnia, concordando deste modo com os dados obtidos neste
experimento. De modo semelhante, IAFIGLIOLI (2000), observou haver uma
tendéncia a reducédo na contagem de coliformes fecais e totais da cama de
frango reutilizada, tratadas com diferentes doses de gesso, em relagdo ao
alojamento das aves, porém a andlise estatistica ndo mostrou esta diferenca.

A converséao alimentar (CA) e o indice de mortalidade (%) sofreram uma
reducdo numérica, porém nao estatisticamente significativa, com as
reutilizacdes, provavelmente pela menor contaminacdo por Clostridium
perfringens, agente responsavel pela diarréia das aves e conseqiientemente
pelo menor desempenho (Tabela 1). Os indices de desempenho zootécnico
nao foram modificados pela presenca de Salmonella spp. , provavelmente por

estarem na forma latente nas aves.

TABELA 1- Analise estatistica de pH e contagem de Clostridium sulfito-
redutores de camas novas e reutilizadas uma e duas vezes e
desempenho zootécnico de frangos de corte criados na regido sudeste
do Brasil no periodo de Fevereiro a Setembro de 2005.

. Tratamentos o
Variaveis Média P cVv EPM
T1 T2 T3

Clostridium sulfito-redutor 5164 512a 425b 484 - 6.95 0,11
(Logo)

pH 8,08 ¢c 8,34 b 8,51a 8,31 o 1,60 0,04
CA 1,92 a 1,86 a 1,87 a 1,88 0,30 4,38 0,03
Mortalidade 415a 4,10a 3,92a 4,06 047 2523 0,33

Médias seguidas pela mesma letra nas linhas nao diferem entre si (P>0,05). Os valores da contagem microbiolégica
seguidos pela estatistica foram transformados em Log1. A sigla P significa probabilidade, CV coeficiente de variagao e
EPM erro padrao da média.
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Os resultados da anélise microbioldgica de Salmonella encontram-se na
Figura 4.

FIGURA 4 — Amostras positivas para Salmonella em camas de frango. O
namero 1 corresponde ao crescimento em meio selenito-novobiocina,
0 2 colbnias caracteristicas de Salmonella em meio MacConkey € 0 3
o resultado do teste de TSI para Salmonella.

Foi verificada a presenca de Salmonella spp. em 26,67% (8/30) das
amostras de cama, sendo identificada a Salmonella Heidelberg em quatro
amostras do T1 e trés do T3 e Salmonella Mbadaka em apenas uma amostra
do T3. As amostras de agua, ragao e A. diaperinus nao mostraram-se positivas
para a presenca de Salmonella (Tabela 2).

ROCHA (2001), avaliando a contaminagéo por Salmonella, encontrou os
sorovares de Salmonella Heidelberg e Salmonella Mbandaka em racdes de
terminacéao, forros de caixas de transporte de pintos e swabs de arrasto de
cama, verificando a presenca de Salmonella spp. em 55,56% das amostras de
forros de transporte, 8,89% nas racdes e 11,1% no swab da cama. Estes
achados reforcam a importancia dos produtos avicolas como veiculadores
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desses agentes ao homem (TAVECHIO et al, 1996) e a necessidade de

controle relativo as vias de introducao de Salmonella spp. em granjas avicolas.

TABELA 2- Porcentagem de amostras positivas para o género Salmonella em
amostras provenientes de uma propriedade localizada na cidade de

Sertdozinho, regidao sudeste do Brasil no periodo de Fevereiro a

Setembro de 2005.
% DE
AMOSTRAS
MATERIAL ANALISADO POSITIVAS PARA SOROVARES De Salmonella
Salmonella spp

AGUA 0

RACAO 0

A. DIAPERINUS 0

CAMA NOVA (T1) 13,34 (4/30) Salmonella Heidelberg
CAMA REUTILIZADA 1 VEZ (T2) 0
CAMA REUTILIZADA 2 VEZES (T3) 13,34 (4/30) Salmonella Heidelberg (3/4)

Salmonella Mbandaka (1/4)

A Salmonella spp. também pode estar presente em adultos de
Alphitobius Diaperinus, popularmente denominado de “cascudinho”. HAREIN
et al. (1970) isolaram cinco espécies de Salmonella identificadas como S.
Heidelberg, S. Whorthington, S. San Paul, S. Thyphimurium e S. Mbandaka.
DAVIES & WRAY (1995) ndo conseguiram isolar S. Enteritidis de A. diaperinus
encontrados em camas de frango, porém em swab de superficie de dois
aviarios, 22% das amostras continham a bactéria. HAREIN et al. (1972)
isolaram Salmonella spp. da cama e de A. diaperinus e concluiram que a cama
apresentou um maior nimero de bactérias quando comparadas as amostras do
inseto. No experimento em questdo, nao foi verificada nenhuma amostra do
inseto positiva para este género, e a presenca de A. diaperinus nestes galpdes
nao era freqiente. Do mesmo modo, DAVIES & WRAY (1995), sugerem que
Alphitobius Diaperinus possa ser relativamente resistente a colonizagdo pela
Salmonella, sendo a contaminacao persistente do ambiente e de animais
associada os maiores fatores de risco de infecg¢ao.

Em estudos de matérias-primas utilizadas na fabricacdo de ragcbes de
frango de corte como veiculadoras de Salmonella spp., BERCHIERI JUNIOR et
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al. (1984) verificaram a presenca de Salmonella Mbandaka em 20% das
amostras de farinha de pena e 5,88% em farinha de pena e visceras, sendo
que em nenhuma amostra foi isolada a Salmonella Heidelberg. De modo
analogo, HUGH-JONES et al. (1975), encontraram apenas uma amostra
positiva para Salmonella Mbandaka, como contaminante de farinhas de origem
animal. Neste estudo, nenhum sorotipo de Salmonella spp. foi isolado da ragéo,
porém a deteccado de Salmonella Mbandaka na amostra de cama sugere que a
racao estava contaminada, uma vez que no alimento formulado é mais dificil a
deteccdo deste agente, pois ocorre uma diluicdo das matérias primas de
origem animal. Todavia, uma célula bacteriana apenas, se ingerida pela ave,
tem condicbes de se multiplicar e promover a colonizagdo dos cecos
transformando a ave em um agente de disseminagéo ou introduzindo o paratifo
(MORGAN-JONES, 1980).

MORRIS et al. (1969) analisando a disseminacao de Salmonella em
frangos, encontraram 83% de diferentes sorotipos de Salmonella nas excretas
frescas, sendo estas caracterizadas como Salmonella Heidelberg, Salmonella
Montevideo, Salmonella Minnesota e Salmonella Eimsbeuttel. Nas amostras de
agua dos bebedouros destas aves, nenhuma foi positiva para Salmonella.
Estes achados concordam com o presente trabalho, visto que todas as
amostras de agua foram negativas para a presenca de Salmonella spp..

Tendo em vista os resultados encontrados, podemos sugerir como
hipétese, que a contaminagdo de Salmonella verificada possa ser devida a
fatores externos a granja, como a contaminacdo destas aves ja nos
nascedouros e incubatérios, bem como nas caixas de transporte, disseminando
desta forma a contaminagcdo para dentro dos galpbées de criagdo. Portanto,
limpeza, desinfeccdo ambiental e vazio sanitario sdo partes importantes no
controle e erradicacado da Salmonella de granjas avicolas.

A pequena quantidade de Salmonella Mbandaka encontrada se deve ao
baixo isolamento desta no Brasil em relagdo aos outros sorovares.
ANDREATTI FILHO (2001), analisando 73 amostras de frangos de corte e
cama isolou apenas 4,12% e 1,38% respectivamente de Salmonella Mbandaka.
Do mesmo modo, SILVA et al. (2002), ao realizar uma revisdo sobre



34

Salmonella, encontrou apenas quatro amostras positivas para este sorovar
entre os anos de 1997 a 2001 em matrizes de frangos de corte.

MICHAEL et al. (2002), analisando a presenca de Salmonella spp. nas
fezes dos 21 lotes de suinos, encontraram 66,7% de amostras positivas na
primeira coleta, sendo que apds 40 dias nao foi possivel detectar este agente.
Na primeira coleta, apenas duas amostras foram positivas para Salmonella
Mbandaka e trés amostras positivas para Salmonella Heidelberg. O mesmo
autor relata que a diminuicdo do numero de animais positivos, aliada ao
resultado negativo da racdo, pode indicar que muitos animais amostrados na
primeira visita estavam excretando Salmonella como portadores passivos ou
tornaram-se portadores latentes. Estes dados vao de acordo com o encontrado
neste trabalho, na medida em que a segunda coleta de camas mostrou-se
negativa para Salmonella, bem como a analise microbioldgica da racao.
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5. CONCLUSAO

Os resultados demonstram que existe a contaminacdo das camas de
frango por Clostridium perfringens e a reutilizacdo da cama proporciona um
aumento de pH que promove a diminuicdo da germinagcdo de esporos desta
bactéria. Porém a diminuicAo destes agentes ndo demonstra melhora
significativa nos indices de desempenho zootécnico.

Foi isolada Salmonella de camas novas e reutilizadas duas vezes,
mostrando que o aumento de pH nao foi suficiente para eliminar este patdgeno.
O indice de desempenho das aves que se encontravam sobre a cama
contaminada por S. Heidelberg e S. Mbandaka, ndo sofreram variagcbes
significativas, porém existe a necessidade de maior controle sanitario dentro
das granjas uma vez que estas, em quadro severo, provocam baixo

desempenho e elevada mortalidade.
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