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1 INTRODUCAO

De acordo com o Relatério anual da Associacdo Brasileira de Proteina Animal
(ABPA, 2015) o Brasil é o 3° maior produtor mundial de carne de frango (12,691 milhdes de
toneladas), sendo que a Regido Sul (PR, SC e RS) ¢ responsavel por 75,01% de todas as
exportacdes realizadas pelo pais nesse periodo. Com relagdo a carne suina, o Brasil é o 4°
maior produtor mundial (3,344 milhdes de toneladas), sendo que a Regido Sul ¢ responséavel
por 76,59% de todas as exportacdes realizadas nesse periodo.

Em conjunto, as cadeias suinicola e avicola somam 4,155 milhdes de empregos diretos
e indiretos. Em 2013, as exportagdes de aves e suinos totalizaram cerca de US$ 10 bilhdes, o
equivalente a 10% das exportacdes do agronegocio brasileiro e 4,1% das exportagdes totais do
Brasil (ABPA, 2015).

Em novembro de 2015, 22 frigorificos brasileiros foram habilitados para exportar
carne para a China e o México. Destes, seis sdo frigorificos localizados no estado de SC, dois
exportardo carne de frango para a China e quatro exportardo carne suina para o México
(AGROLINK, 2015).

A interagdo positiva e a tecnificagdo em todas as areas envolvidas no setor produtivo
sd0 as responsaveis por esse volume de negdcios tdo expressivo. Tanto a industria avicola
quanto suinicola, investe cada vez mais em melhoramento genético, manejo e nutricdo afim
de melhorar seus indices de produtividade (CARDOSO; TESSARI, 2015). No entanto, esse
rapido desenvolvimento impds condigdes extremas a saide animal, onde geralmente,
associam-se criacdes com alta densidade animal em uma 4rea geografica bastante restrita
(SESTI, 2005). Essa caracteristica propicia a ocorréncia de surtos pela maior facilidade na
dissemina¢do dos agentes patogénicos e ¢ cada vez mais comum a associagdo com micro-
organismos responsaveis por outras doengas, dificultando o diagndstico, devido a
apresentacao clinica extremamente variavel (BARCELLOS, et al. 2008).

Dentro desse contexto, para garantir que os indices de producdo sejam mantidos e
novas barreiras sanitarias sejam quebradas, faz-se necessdrio a implantacdo de medidas de
controle sanitario especificas para cada uma das fases de criagdo, organizadas em um

programa de biosseguridade (BARCELLOS, et al. 2008).
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Programas de biosseguridade caracterizam-se por um conjunto de normas e
procedimentos que visam assegurar a saude dos planteis em que sdo empregados, através da
protecdo contra a entrada de qualquer micro-organismo patogénico (ANDREATTTI, 2006).

Para que um programa de biosseguridade seja eficiente ¢ necessdria a compreensao e a
participagdo de todas as pessoas envolvidas. Controle de trafego, isolamento dos nucleos,
desinfeccdo, higienizagdo, quarentena, vazio sanitario, vacinacdo, educagdo continuada, sdo
algumas das etapas a serem implantadas dentro de um programa de biosseguridade
(ANDREATTI, 2006).

O monitoramento periddico, bem como o diagnostico definitivo rapido, direcionado a
producdo de animais sauddveis, capazes de gerar produtos seguros para o consumo, tém sido
cada vez mais exigidos.

Diante disso, conhecer as particularidades de cada fase de criagdo para assim associar
com as principais enfermidades endémicas e exoticas que podem estar relacionadas ao quadro
clinico, a obtengdo e o envio correto das amostras, a escolha e a execucdo dos testes
laboratoriais, o envio dos resultados e a interpretagdo dos mesmos, ¢ de fundamental
importancia para o médico veterinario que atua nessa area.

O objetivo do estagio foi conhecer a gestdo necessaria para garantir a saude animal em
uma grande empresa, que fornece alimentos de origem animal, para diversos tipos de
mercados consumidores e que segue rigorosamente, uma diversidade de especificagdes
técnicas que garantem que o produto final tenha sua inocuidade garantida, com foco principal
nas monitorias periddicas e no diagnostico das principais enfermidades de impacto econdmico
e de saude publica na produg¢do de aves e suinos, relacionando o aprendizado tedrico ao
aprendizado pratico, fundamental para a capacita¢do profissional na area escolhida.

Este relatorio descreve as atividades acompanhadas e desenvolvidas durante o periodo
de estagio curricular supervisionado obrigatério do curso de medicina veterinria na area de
sanidade de aves e suinos, no Laboratdrio de Saude Animal da JBS Foods, com o objetivo de

cumprir o requisito parcial para obten¢do de titulo em Bacharel em Medicina Veterindria.



16

2 ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

2.1 Historico da Empresa

A Seara Alimentos S.A. foi fundada em 1956, na cidade que leva seu nome, em SC.
No inicio da década de 80, a Ceval Alimentos S.A. adquiriu a empresa conservando sua
marca e aumentando os investimentos. Em 1982, foi a primeira empresa brasileira a exportar
cortes de frango para a Europa. Em 1996 obteve a certificagdo ISO 9002 para toda a cadeia
produtiva de frango. No ano de 1997, a Bunge Internacional assumiu o controle da Ceval e
deu inicio a uma nova organizagdo. No ano seguinte, a empresa Seara S.A. tornou-se
independente e focada no mercado de aves, suinos e carnes processadas. Em 1999 abriu
escritdrios comerciais em varios paises, afim de estimular os negdcios internacionais, € como
consequéncia, no ano de 2003 ja exportava para 27 paises. Em 2005, passou a ser controlada
pelo grupo Cargil e em 2013 pelo grupo JBS, lider mundial em processamento de carne

bovina, ovina ¢ de aves (SEARA, 2015).

2.2 Organizacao do Laboratorio de Saiide Animal

O Laboratério de Saude Animal realiza suas analises na planta do frigorifico de Seara,
SC. As atividades realizadas contemplam tanto a cadeia suinicola quanto avicola.

As monitorias internas e acreditadas pelo INMETRO de pesquisa de Salmonella em
aves constituem a principal atividade do laboratério. Além disso, efetua monitorias através de
ensaios sorologicos e moleculares para o controle de enfermidades de importancia econdmica
e de saude publica e recentemente, comecou a atuar na area de diagnostico bacteriologico em
suinos.

O laboratério ¢ composto por uma equipe multiprofissional. Um auxiliar de
laboratorio ¢ responsavel pela limpeza, um realiza a lavagem, esterilizagdo, preparo e envio
de materiais para coleta de amostras, um ¢€ responsavel pela preparagdo dos meios, reagentes e

solugdes, um recepciona, avalia e registra as amostras, trés bidlogos e um engenheiro de
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alimentos realizam a pesquisa microbiologica, um zootecnista e um auxiliar de laboratorio
realizam os ensaios sorologicos, um bidlogo efetua os ensaios moleculares, um médico
veterinario realiza o diagnodstico microbioldgico especifico em suinos, um farmacéutico efetua
a andlise de residuos por cromatografia liquida (em fase de implantagdo), dois
administradores organizam a emissdo dos documentos e relatorios, dois médicos veterinarios
supervisionam e coordenam a equipe.

Sdo efetuados treinamentos internos com o objetivo de capacitar os empregados a
atuar em funcdes diferentes daquelas em que sdo os responsadveis, para que dessa maneira,
sempre que necessario, um setor colabore com o outro, tornando a rotina do laboratério muito
dindmica. A frequéncia dos treinamentos varia de acordo com a modifica¢do ou emissdo dos
documentos técnicos que regem as atividades desenvolvidas e sempre que um novo membro ¢é
integrado a equipe do trabalho.

Devido as normas da empresa, o estagiario assinou um termo de sigilo e
confidencialidade. O uso de midias eletronicas (registro de imagens), bem como a divulgagao
de informagdes relevantes e documentos internos sem prévia autorizagdo, ¢ proibido para
qualquer visitante.

Para melhor compreensdo do tempo dedicado a cada atividade, abaixo foi organizado
na tabela 1 a quantidade de tempo aproximado, dedicado a cada uma das atividades durante o

estagio.

TABELA 1- Carga horaria dedicada a cada uma das atividades desenvolvidas durante o

estagio

Atividades Carga horéria (horas) Porcentagem (%)
Recepgdo e triagem das amostras 20 4,44
Lavagem, esterilizagdo e preparo de materiais 20 4,44
Preparo de meios, solugdes e reagentes 20 4,44
Ensaios sorologicos 20 4,44
Ensaios moleculares 40 8,9
Diagnostico microbioldgico 180 40
Pesquisa de Salmonella 90 20
Atividades paralelas a rotina do laboratorio 60 13,34

Total de horas 450 100
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2.3 Recepcao de amostras

O objetivo da recepcao de amostras ¢ fazer a triagem de todas as amostras que chegam
ao laboratorio verificando se estdo em condi¢des de serem encaminhadas para andlise. As
amostras sdo registradas no livro ata de registros de amostras. As amostras devem chegar em
embalagem integra e identificada. A inspegdo ¢ efetuada tanto nas embalagens quanto nas
amostras para detectar possiveis danos que possam causar contaminagao cruzada.

Quando a amostra ¢ rejeitada por problemas de acondicionamento, ¢ também
registrada no livro de protocolo de amostras e em planilha propria, descrevendo o ocorrido e
as acdes tomadas.

As amostras sdo registradas no livro ata de registros e recebem uma identificagdo. Em
cada registro ¢ preenchido o nimero do protocolo, a data do recebimento, a procedéncia, o
tipo de material, o nimero de amostras, o responsavel pelo registro, o exame solicitado e se
necessario, outros dados.

Para o envio de material para laboratorios externos todas as amostras sdo protocoladas
e registradas em uma planilha de solicitagdo de analise laboratorial ou planilha especifica do
laboratorio externo.

As amostras recebidas e registradas sdo conservadas em geladeira entre 2 e 8 °C até o
momento da analise ou envio a laboratorios externos, excetuando-se, as amostras fixadas em

formol.

2.4 Descontaminacio, descarte de materiais biologicos, lavagem, preparo, esterilizaciao e

verificacio de materiais

O fornecimento de resultados de analises confidveis depende da lavagem e preparo das
vidrarias e demais materiais, seguidos de esterilizagdo. Por esse motivo, os procedimentos
realizados no laboratério de saude animal sdo rigorosamente seguidos e estdo de acordo com
as normas SO 7218/2007 (Exigéncias gerais e orientagdes para analises microbiologicas).

A descontaminagdo dos materiais utilizados nas andlises ¢ efetuada através da
esterilizagdo em autoclave a 121+3 °C (aproximadamente 1,1 kgf/cm?) por 30 minutos. Todos

os residuos decorrentes da descontaminagdo sdo descartados em sacos plasticos resistentes e
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colocados em lixo apropriado. Em hipotese alguma ¢ descartado material contaminado, sem

prévia descontaminagao.

2.4.1 Preparo de materiais

O preparo do material de laboratorio para utilizacdo em andlises microbiologicas
envolve todas as atividades necessarias para garantir que os utensilios, vidrarias, frascos e
instrumentos utilizados durante as analises se encontrem limpos, estéreis e livres de residuos.
O preparo de materiais para a realizacdo de andlises varia de acordo com cada tipo de
material.

Os suabes de arrasto podem ser obtidos a partir da esterilizagdo em um recipiente de
toucas de tecido ndo tecido (TNT) que sdo distribuidas com o auxilio de uma pinga em pares
em sacos estéreis e posteriormente sao embebidas com 4dgua peptonada tamponada (APT), ou,
pode optar-se por embeber o par de toucas de TNT em APT 1% e distribuir em embalagem
plastica para alimento, remover o ar, fechar as embalagens e esterilizar em autoclave.

As gazes umidas (chiffonettes) podem ser confeccionadas com panos ou esponjas.
Estas sdo esterilizadas em autoclave e apo6s sdo transferidas individualmente para uma
embalagem estéril e embebidas em solugdo de APT 1%. Se na superficie for utilizado
desinfetante, a solucdo utilizada ¢ a de rinsagem inativadora ou neutralizante (letheen broth
base).

As gazes com barbante sdo esterilizadas juntas em um recipiente e apds sao
distribuidas em embalagens plasticas estéreis, aos pares, com o auxilio de uma pinca. A
seguir, sdo embebidas com APT 1%.

Ap6s o preparo dos suabes de arrasto, chiffonettes, e gazes com barbantes, estes sdo
mantidos em refrigeragdo em temperatura entre 2 ¢ 8 °C com validade de 3 meses. Além
disso, sdo submetidos a uma avaliacdo de esterilidade, onde separa-se pelo menos um
exemplar de cada tipo apos a confecgdo, acrescenta 50 mL de APT, homogeneiza, incuba a 36
°C por 18 a 24 horas e observa se ha ou nédo turvagdo. Se houver turvagéo, é repicado em agar
sangue, agar nutriente ou agar padrdo para contagem (PCA) e para identificacdo das bactérias.
Como padrao para utilizagdo, ndo deve ocorrer crescimento nos meios, nem turvagdo. Caso

houver crescimento, o lote é descartado.
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Os microtubos sdo acondicionados em um recipiente grande, em seguida adiciona-se
20 mL de silicone dentro desse recipiente para cada 1000 microtubos, com o auxilio de uma
tampa, os microtubos sdo agitados e o silicone ¢ espalhado por todos eles igualmente. Apos
isso, para secagem, os tubos sdo colocados em estufa a aproximadamente 42 °C por 8 horas.

Os frascos para coleta de agua sdo adquiridos prontos, com a pastilha de tiossulfato de
sodio, indicadas para analises microbioldgicas. Para as andlises de cloro, essas pastilhas
devem ser removidas sem perder a esterilidade dos tubos.

Para realizar a rastreabilidade dos materiais, sdo preenchidas planilhas que indicam o
responsavel pelo procedimento, o dia da esterilizagdo, a validade e o nimero do lote. Essas
informagdes também sdo colocadas em todos os materiais, por meio de carimbos e tarjas. A

validade da esterilizacao ¢ de 90 dias.

2.4.2 Procedimentos para assegurar a qualidade do preparo dos materiais

Sao realizadas algumas verificagdes durante os procedimentos descritos anteriormente
afim de assegurar a qualidade de todo o processo de preparagdo de materiais, que consistem
em mensura¢do do pH apos processo de lavagem de vidrarias, adigdo de ampolas que indicam
se o material esterilizado foi submetido a temperatura requerida e a utilizagdo de fitas de
autoclave.

A mensuracao do pH ¢ efetuada através da adicdo de algumas gotas de solugdo de azul
de bromotimol 0,04%, em alguns frascos submetidos ao processo de lavagem e enxague,
observando a cor formada. Em pH neutro a solu¢gdo mantém-se verde, indicando que a
lavagem e enxagues foram eficientes. Em condic¢des acidas (pH 6,5 ou menor) a cor torna-se
amarela e em condicdes alcalinas (pH 7,3 ou maior) azul. Essa verificacdo ¢ efetuada uma vez
por semana e sempre que mudar o lote do detergente.

O teste bioldgico utilizado ¢ o Sterikon®, que consiste em ampolas com esporos de
Bacillus stearothermophilus (ndo patogénico). Esses esporos somente sdo destruidos se
submetidos a uma temperatura de 121 °C + 3 °C (1,1 kgf/cm®). Essas ampolas sdo colocadas
em todas as autoclaves, junto ao material que serd esterilizado ou descontaminado. Apds o
tratamento em autoclave, elas sdo entdo incubadas em banho-maria a 60 + 2 °C por + 48 horas
(¢ incubada em paralelo uma ampola controle que ndo sofreu autoclavag¢do). Se a

descontaminacdo ou esterilizagao foi eficiente o contetido da ampola permanecera inalterado
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(cor violeta), indicando que o Bacillus stearothermophilus ndo resistiu a autoclavacdo. Se a
descontaminacdo ou esterilizagdo foi ineficiente o conteudo da ampola estard alterado (cor
amarela ou laranja) indicando que o Bacillus stearothermophilus resistiu a autoclavacao.
Além disso, ¢ efetuado um controle através de fitas de autoclave (3M 1222®), que sdo
tiras de papel impregnadas com tinta termocromica que muda de coloracdo quando exposta as
condi¢des minimas necessarias ao processo de esterilizagdo a vapor. Essas fitas permitem
identificar e lacrar o material que sera autoclavado. O aparecimento da cor no dorso da fita

indica que o material passou pelo processo de autoclavacao.

2.5 Preparo de meios de cultura

Os meios de cultura e reagentes para andlises requerem uma avaliagdo para verificar
se atendem aos requerimentos minimos necessarios que assegurem sua qualidade. Por isso,
avaliagdes antes do uso sdo necessarias para verificar se estes produtos estdo adequados com a
finalidade do seu uso.

O desempenho e a transparéncia de um meio de cultura pronto sdo, na maioria das
vezes, determinado pelo processo e cuidados empregados na dissolu¢do do meio de cultura
desidratado.

Os meios de cultura passam pelos testes de produtividade, seletividade, especificidade,
condi¢do da embalagem, esterilidade, controle positivo e negativo, qualidade fisica e visual,
contamina¢do microbiana, entre outras avaliagdes requeridas individualmente.

De maneira geral, a preparacdo de meios consiste na pesagem e reidratagdo do meio
com agua purificada (conforme orientagdes do fabricante), dissolugdo por agitagdo continua,
medi¢do e ajuste de pH, distribuicdo em recipientes apropriados (geralmente baldes
volumétricos ou erlenmeyers) e esterilizagdo em autoclave (15 minutos a 12143 °C).

Apos a esterilizagdo uma nova avaliacdo ¢ efetuada, verificando pH, cor, esterilidade e
consisténcia fisica. Em seguida aguarda-se o resfriamento até atingir uma temperatura entre
45 a 50 °C para verter os meios em placas de petri estéreis em capelas de fluxo laminar. Apds
o agar solidificar, se for o caso, armazena-se em camara fria entre 3 ¢ 5 °C. Alguns tipos de
meios, possuem caracteristicas diferentes tanto de preparo, quanto de armazenamento.

Todos os lotes de meios preparados sdo submetidos ao teste de esterilidade, que

consiste na incubagdo de pelo menos uma placa ou tubo em estufa a 37 °C por 24 a 48h.
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2.6 Diagnostico bacteriologico

O diagnoéstico bacterioldgico inicia com o recebimento das amostras, que sio
coletadas pelos médicos veterindrios ou técnicos agricolas da empresa nas granjas dos
produtores integrados. A coleta deve ser feita de maneira asséptica, imediatamente apos a
morte, ou o mais rapido possivel. O processamento de cada material varia de acordo com o
diagndstico presuntivo, elaborado com base na associagdo entre os sinais clinicos, historico da
propriedade e dados epidemiologicos.

Os protocolos para isolamento e identificagdo bioquimica presuntiva sdo baseados em
documentos internos da empresa que foram elaborados de acordo com o Manual de detec¢ao
e identificacdo de bactérias de importdncia médica (ANVISA, 2004) e Microbiologia
veterindria e doencas infecciosas (QUINN, et al. 2005).

De maneira geral, os materiais que sdo utilizados como pingas, tesouras, espatulas sao
mergulhados em alcool 92% e flambados a cada coleta. O acondicionamento das amostras ¢
efetuado em embalagens estéreis sob refrigeragdo, de acordo com a caracteristica do micro-

organismo alvo e conforme o exame a ser realizado.

2.6.1 Exame microscopico

O exame microscopico ¢ um teste rapido que pode auxiliar no diagnostico presuntivo
de determinadas doengas. A coloracao usada no laboratério ¢ a de Gram, mas também sao

bastante comuns, as colora¢des de Giemsa e Azul de Metileno.

2.6.2 Isolamento

O isolamento ¢ a transferéncia do micro-organismo do meio natural para um meio
artificial e a propagacdo deste para a obten¢do de uma cultura pura (QUINN, et al. 2005).
Quando os suinos ou as aves apresentam lesdes primarias, ¢ realizado o isolamento

diretamente em placas com meios de cultura, em razao de grandes quantidades de bactérias.
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Sangue, o6rgaos, exsudatos, entre outros, sdo repicados diretamente no meio de cultura a partir
de suabes (CRITTER, et al. 2006).

Para realizar o isolamento de bactérias aerdbias sdo utilizados com maior frequéncia
no laboratorio, o 4gar sangue e o d4gar macconkey. O agar sangue ¢ o meio padrdo para micro-
organismos aerdbios, enquanto o dgar macconkey determina a presen¢a de micro-organismos
entéricos (HIRSH; ZEE; CASTRO, 2012). Apos, as placas sdo incubadas por 18 a 48 horas,
entre 35 e 37 °C, em aerobiose.

Algumas bactérias possuem particularidades e necessitam meios de cultura seletivos
ou enriquecidos e condi¢des de incubagdo diferenciais, com tempo e temperatura adequados.
Existem ainda, micro-organismos que necessitam da adicdo de suplementos no meio de
cultura, como por exemplo, o fator V (nicotine adenine dinucleotide — NAD), fornecido pelo

Staphylococcus aureus, estriado perpendicularmente ao indculo, por exemplo.

2.6.3 Identificacio bioquimica presuntiva

Algumas bactérias podem ser identificadas presuntivamente através de suas
caracteristicas de crescimento e aparéncia. Por esse motivo, as colonias que crescem nos
meios de cultura sdo avaliadas quanto ao formato, coloracdo, produ¢do de hemolise, nimero
de colonias e caracteristicas de crescimento. As caracteristicas de coloragdo, realizadas pelo
método de Gram, e as formas dos micro-organismos sdo revelados por microscopia. No
entanto, o diagndstico definitivo depende da avaliagdo das caracteristicas bioquimicas e
soroldgicas para a grande maioria das cepas ou micro-organismos.

Os testes bioquimicos sdo realizados através da inoculagdo de coldnias isoladas em
meios bioquimicos diferentes. Com base em suas caracteristicas ¢ possivel determinar qual o

micro-organismo envolvido.

2.6.4 Agentes infecciosos identificados através do diagndstico bacteriologico

No quadro 1 ¢ possivel verificar os micro-organismos isolados durante o

acompanhamento das atividades no setor de diagndstico bacteriologico.
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A publicacdo de dados referentes a quantidade e a frequéncia desses isolamentos ndo foi

autorizada.

QUADRO 1 - Agentes infecciosos identificados através do diagnodstico bacterioldégico em

suinos

Agente infeccioso Consequéncias da infecgdo

Actinobacillus pleuropneumoniae Pleuropneumonia suina

Bordetella bronchiseptica Bordetelose pulmonar; Rinite atrofica

Clostridium perfringens Tipo A: enterocolite necrosante. Tipo C: enterite hemorragica
Escherichia coli Colibacilose neonatal; Diarreia pds-demame; Doenca do Edema
Haemophilus parasuis Doenga de Glésser

Pasteurella multocida Pneumonia; Rinite atrofica

Streptococcus suis Meningite; septicemia; artrite

2.6.4.1 Actinobacillus pleuropneumoniae

Sao bacilos ou cocobacilos Gram-negativos, imédveis e anaerdbios facultativos, que
ndo formam esporos. Promovem hemoélise em 4gar sangue, ndo crescem em agar macconkey.
O isolamento inicial de Actinobacillus pleuropneumoniae ¢é efetuado em agar sangue a 37 °C,
em jarra de anaerobiose por 48 a 72 horas. As coldnias formadas sdo pequenas (I mm),
brancas, lisas, rodeadas por zona clara de hemolise. O teste de Christie, Atkins e Munch-
Petersen (CAMP) com Staphylococcus aureus é positivo. Bioquimicamente € urease positivo,
catalase e oxidase variavel, capaz de fermentar glicose, manitol, xilose e sacarose. Em funcdo
dos seus requerimentos de NAD se classifica em dois biotipos, o biotipo 1 agrupa as cepas

dependentes do fator V (NAD) e o biotipo 2 agrupa as cepas NAD-independentes.

2.6.4.2 Bordetella bronchiseptica

Sao bacilos ou cocobacilos Gram-negativos pequenos (0,2 a 0,5 x 0,5 a 1,5 pum),

aerdbios, catalase, oxidase e urease positivos, utilizam carbono a partir do citrato, reduz
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nitrato, sdo moveis por flagelos peritriquios, ndo fermentam carboidratos e ndo necessitam de
requerimento especial para crescimento. O isolamento inicial de Bordetella bronchiseptica ¢é
efetuado em agar sangue e agar macconkey a 37 °C por 24 a 48 horas em aerobiose. Em agar
sangue, as colonias sdo pequenas, brancas, lisas e hemoliticas. Em 4gar macconkey formam

colonias claras, ndo fermentadoras de lactose.

2.6.4.3 Clostridium perfringens

Sao bacilos Gram-positivos grandes, imoveis, produzem enddsporos, sdo anaerdbios,
catalase e oxidase negativos. Em 4gar sangue, as colonias sdo rodeadas por zona de dupla
hemolise. Necessitam meios enriquecidos para crescimento. Os requerimentos atmosféricos
apropriados sdo fornecidos pela cultura em jarras de anaerobiose com geradores de
anaerobiose. A incubagdo ¢ feita a 42 °C por 18 a 24 horas. As coldnias apresentam coloragdo
negra. Esfregacos diretos da mucosa ou de conteudo intestinal que apresentam um grande
numero de bacilos Gram-positivos podem ser indicativos de enterotoxemia por clostridios.

Fermentam glicose, lactose, maltose e sacarose.

2.6.4.4 Escherichia coli

Sdo bacilos Gram-negativos, anaerdbios facultativos que ndo formam esporos,
geralmente moveis, com flagelos peritriquios e fimbrias. O isolamento inicial ¢ efetuado em
agar sangue ¢ agar macconkey com incubagdo a 37 °C por 18 a 48 horas. Em 4gar sangue
formam coldnias cinza, com hemdlise variavel. No 4gar macconkey, formam coldnias rosa,
devido a producdo de acido a partir da lactose. Bioquimicamente sdo catalase positivos,
oxidase negativos, fermentam glicose, maltose e lactose. Reduzem nitrato a nitrito. Quando
inoculado em agar triple sugar iron (TSI), que contém 0,1% de glicose, 1% de lactose, 1% de
sacarose ¢ indicadores quimicos para a producdo de H,S, apresentam coloragdo amarela na

base e no apice (pH acido) sem a produgdo de H,S.
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2.6.4.5 Haemophilus parasuis

Sdo bacilos Gram-negativos pequenos e moveis, anaerobios facultativos, fastidiosos e
que requerem o fator V (NAD) para crescimento. O crescimento 6timo ocorre em agar sangue
com inoculagdo de uma estria de Staphylococcus aureus, em jarra de anaerobiose a 37 °C por
24 a 48 horas. As colonias formadas em agar sangue, sdo brancas, lisas, pequenas (1 mm),
ndo hemoliticas, com satelitismo positivo. Bioquimicamente fermentam glicose e sacarose,

sdo catalase positivos e oxidase negativos.

2.6.4.6 Pasteurella multocida

Sao Bacilos Gram-negativos, imdveis, anaerdbios facultativos. O isolamento inicial é
efetuado em 4gar sangue e dgar macconkey, com incubagdo a 37°C por 18 a 48 horas. Em
agar sangue formam coldnias ndo-hemoliticas, cinzas, redondas, mucdides, brilhantes e com
odor caracteristico. Nao crescem em &4gar macconkey. Bioquimicamente sdo catalase e
oxidase positivos, produzem indol, fermentam sacarose. A classificagdo com base nos
antigenos capsulares A e D ¢ efetuada através do teste da acriflavina neutra 1:1000 para a
caracterizagdo das cepas tipo D e o teste da hialuronidase para a identificacdo das cepas tipo
A.

2.6.4.7 Streptococcus suis

Sdo cocos Gram-positivos, em duplas. O isolamento inicial é efetuado em 4gar sangue
e agar macconkey com incubagdo a 37 °C por 18 a 48 horas. No agar sangue formam col6nias
pequenas, cinzas, esverdeadas, a-hemoliticas. Nao crescem em dgar macconkey.
Bioquimicamente sdo catalase negativos, produzem amilase e o teste de Voges-Proskauer

(VP) é negativo.
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2.6.5 Antibiograma

Com o isolamento e identificacdo bioquimica do micro-organismo, ¢ possivel efetuar
o antibiograma, que ¢ o teste de susceptibilidade in vitro do patéogeno frente aos
antimicrobianos. O método utilizado pelo laboratorio € o teste de difusdo em disco de Kirby &
Bauer, conforme padronizacdo técnica The Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSIL, 2013).

O procedimento consiste no preparo de uma suspensdo bacteriana e inoculagdo desta
na superficie de uma placa de 4gar Mueller Hinton, utilizando um suabe estéril e a adi¢do de
discos de papel impregnados com antimicrobianos em concentragdes padronizadas. Apds a
incubagdo em estufa, ¢ analisada a inibicdo ao redor de cada disco através de medi¢ao do
tamanho dos halos e o resultado ¢ pesquisado em tabelas apropriadas.

As amostras devem ser compostas de colonias puras de bactérias gram-positivas ou
gram-negativas, provenientes de cultivo bacteriano recente (18 a 24 horas), isoladas a partir
de meios de cultura ndo seletivos.

Com alga estéril, seleciona-se entre trés e cinco coldnias, isoladas, do mesmo tipo
morfoldgico e as suspende em solucdo salina estéril (NaCl 0,85%) até a obtengdo de uma
turvagdo compativel com o grau 0,5 da escala de Mac Farland (1 x 10° UFC/mL). Um suabe
estéril ¢ entdo embebido na suspensdo bacteriana, e semeado em toda a extensdo da placa,
procurando abranger toda a superficie.

Apds aguardar a superficie do agar secar, os discos sdo colocados na superficie do
meio inoculado com o auxilio de uma pinga estéril, exercendo uma pressdo com a ponta da
pinga para uma boa adesdo. Em placas com tamanho de 90 x 15 mm sd@o colocados até cinco
discos, enquanto placas com tamanho de 140 x 15 mm s3o colocados até 12 discos. Em
seguida a placa € incubada a 37 °C por 18 a 24 horas.

Com o auxilio de uma régua, o didmetro dos halos inibitérios ¢ medido em cada disco
e entdo ¢ possivel determinar se a bactéria em andlise € sensivel, intermediéria ou resistente
ao antimicrobiano testado.

Como padrao, o laboratorio associa o diagnostico microbiologico a, pelo menos mais
um tipo de diagnostico antes da emissdo do laudo técnico. Em geral, o diagnostico

microbioldgico ¢ associado ao histopatologico, efetuado por um laboratorio terceirizado.
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2.7 Ensaios sorologicos

A sorologia ¢ uma ferramenta de grande importdncia no monitoramento sanitdrio tanto
na industria avicola quanto suinicola, uma vez que possibilita o diagnostico de doengas e a
monitora¢do de lotes por meio de provas soroldgicas.

Quando ocorre a exposicao a antigenos sdo produzidos anticorpos especificos para o
mesmo. As andlises soroldgicas detectam essa resposta especifica do hospedeiro por
mensuracdo dos complexos antigeno-anticorpo por meio do soro. As provas soroldgicas
podem medir reagdes com dois tipos de imunoglobulinas, a G (IgG) e a M (IgM), dependendo
de qual etapa da resposta imune estiver ocorrendo no momento da coleta da amostra; a
producdo de IgM se da na primeira etapa da resposta imune e ¢ seguida por elevacdo nos
niveis de IgG.

Cada procedimento sorolégico ¢ mais eficiente na deteccdo de um tipo de
imunoglobulina e, portanto, esse fato deve ser considerado quando se opta pelo exame em
diferentes fases (inicio de surtos, apos surtos € apos vacinagdes).

Alguns testes soroldgicos apresentam o resultado apenas como positivo ou negativo

para exposi¢do de antigeno, enquanto outros resultam em titulos de anticorpos.

2.7.1 Coleta de amostras

A realizagdo de testes sorologicos com resultados confidveis ndo depende apenas dos
procedimentos sorologicos, € necessario que as amostras sejam suficientes e se apresentem
em condicdes adequadas para andlise.

O sangue das aves pode ser coletado do coragdo, por punc¢do cardiaca, das veias
jugular e braquial. O sangue de suinos pode ser coletado das veias jugular, cava cranial,
cefalica, vasos da cauda e da orelha e seio orbital.

Apos a coleta, o sangue € colocado em tubos de plastico estéreis tratados com silicone.
Esses tubos permanecem em posicao horizontal ou inclinados para que ocorra a coagulagdo, a
temperatura ambiente até dessorar adequadamente, posteriormente, o sangue ¢ refrigerado (4-

8 °C). A quantidade minima de soro a ser coletado é de 1 mL.
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Os métodos soroldgicos utilizados na rotina do laboratdério sdo: Soroaglutinagdo

Répida (SAR) e Ensaio Imunoenzimatico de Absor¢ao em Fase Sélida (ELISA).

2.7.2 Soroaglutina¢io Rapida (SAR)

O teste de soroaglutinacdo rapida ¢ utilizado como teste de triagem para Mycoplasma
gallisepticum, Mycoplasma synoviae e Salmonella Pullorum obedecendo as diretrizes do
Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA).

Nessa prova ¢ misturado o soro ao antigeno, corado para facilitar a visualizagdo, e
observa-se a formagdo de grumos. A aglutinagdo demonstra a presenca de anticorpos
especificos para o antigeno utilizado.

Esse exame exige testes confirmatdrios, pois pode gerar reagdes falsos-positivas e
falsos-negativas por ser de especificidade variavel. Para reduzir a incidéncia de resultados
duvidosos, sao usadas somente amostras frescas ou resfriadas, pois o congelamento aumenta a
chance de reagdes falsos-positivas e falsos-negativas.

Durante a rotina, se a primeira prova for positiva, procede-se entdo a dilui¢do do soro
em solucdo salina 0,85% na propor¢do de 1:10 (exceto para Salmonella Pullorum) e ¢
efetuada uma nova prova. Se o resultado for positivo novamente, a amostra ¢ entdo
encaminhada para a realizacdo de ELISA. No quadro 2 ¢ possivel verificar a periodicidade

com que o ensaio de SAR ¢ efetuado.

QUADRO 2 - Monitorias soroldgicas através de SAR realizadas pelo laboratério em aves

Aves Agente Periodicidade
Mycoplasma gallisepticum 15, 30, 42, 54 e 65 semanas
Mycoplasma synoviae 15, 30, 42, 54 e 65 semanas
Matrizes
Salmonella Pullorum 8 a 12 semanas, antes de vacinar contra S. Enteritidis

pelo laboratorio credenciado ao MAPA

Progénies de terceiros | Mycoplasma gallisepticum Todos os lotes recebidos
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2.7.3 Ensaio Imunoenzimatico de Absorcio em Fase Solida (ELISA)

O ELISA ¢ uma prova de imunoensaio enzimatico que mensura a reagao antigeno-
anticorpo, detectando principalmente as imunoglobulinas IgG e IgM (QUINN, et al. 2005).

Essa técnica ¢ uma das mais usadas atualmente para medir os niveis de anticorpos em
lotes de aves. Apresenta vantagens como especificidade e sensibilidade, sendo possivel
detectar niveis minimos de anticorpos e titular anticorpos contra uma variedade de agentes
patogénicos (UFRGS, 2015).

O ELISA pode ser direto ou indireto. O direto detecta antigenos, enquanto o indireto
detecta anticorpos. No laboratorio, ¢ utilizado principalmente o ELISA indireto, onde o soro
diluido ¢ incubado em um orificio impregnado com o antigeno desejado em microplacas de
96 pocos. Dessa forma, os anticorpos especificos, formam um complexo antigeno-anticorpo,
que continuam aderidos as placas mesmo apos a lavagem. Apds a lavagem da placa, um
conjugado de enzima e antiglobulina ¢ adicionado, ligando-se a todos os complexos antigeno-
anticorpo presentes na placa. No passo final do ensaio, o conjugado ndo aderido ¢ retirado
pela lavagem e um substrato cromogénico ¢ adicionado ao orificio. Esse substrato reage com
a enzima do conjugado ocorrendo o desenvolvimento de uma cor, que varia de acordo com a
quantidade de anticorpos presentes no soro, sendo a cor mais intensa quanto maior a
quantidade de complexos antigeno-anticorpo-conjugado. A densidade da cor ¢ entdo
mensurada por um fotocolorimetro ou por espectrofotometria. Os resultados sdo expressos em
titulo de anticorpos e geralmente como média aritmética ou geométrica (UFT, 2015). No

quadro 3 estdo listadas as monitorias soroldgicas efetuadas no laboratorio através de ELISA.

QUADRO 3 - Monitorias soroldgicas através de ELISA realizadas pelo laboratério em aves

Objetivo Agente infeccioso Periodicidade
Virus Doenga de Newcastle 15 e 48 semanas
Pneumovirus aviario 25, 36 e 48 semanas
Virus da Doenca Infecciosa da Bursa de Fabricio 15, 25, 36, 48 e 60 semanas
Imunidade Vacinal
Virus da Bronquite Infecciosa 15, 25, 36, 48 e 60 semanas

Virus da Anemia Infecciosa
o o 18 semanas
Virus da Encefalomielite Aviaria

Abate Virus Doenga de Newcastle 12 lotes anualmente
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2.8 Reacido em cadeia da polimerase (PCR)

O PCR ¢ um método de diagndstico que detecta o material genético de um patdgeno, a
partir de uma amostra. Para a realizagdo desse ensaio, ¢ necessario o uso de fragmentos de
nucleotideos curtos, denominados, primers, que sdo complementares ao DNA buscado, a
DNA polimerase (enzima Taq) e desoxirribunocleotideos precursores. Divide-se em 3 etapas,
a extracdo, a amplificacdo e a deteccdo do DNA. No laboratério, sdo utilizados 3 métodos
para a extracdo do material genético: tecnologia baseada em silica, método das colunas e
separagdo magnética (em fase de implantagdo). Inicialmente a amostra ¢ submetidas a ciclos
de aquecimento para a separagdo das fitas de DNA, que permite o anelamento dos primers,
esses tém a funcao de sinalizar a regido do DNA a ser ampliada e a sintese do DNA. Os virus
RNA, necessitam uma etapa complementar ao PCR convencional, que ¢ o uso da transcriptase
reversa (RT-PCR), que permite a produgdo de uma copia de DNA a partir do RNA (WINN, et
al. 2010).

Os produtos do PCR podem ser avaliados pela eletroforese horizontal em gel de
agarose. Na eletroforese, pode-se obter o peso molecular das bandas e comparar com os
controles positivos. A eletroforese horizontal em gel de agarose ¢ utilizada no laboratério para
a deteccdo de cepas patogé€nicas de Escherichia coli, isoladas através do diagnostico
microbiologico, onde ¢é possivel verificar a presenca de genes fimbriais (K88, K99, 987P, F18
e F41) e toxinas (LT, Stb, StaP, Stx2e).

O PCR em tempo real diferencia-se do convencional por ser capaz de detectar o
material genético ao longo dos ciclos de amplificagdes através de sistemas fluorescentes
(WINN, et al. 2010). No laboratdrio ¢ utilizado para o monitoramento e também para a
deteccdo de varios agentes patogénicos de interesse veterinario e de satide publica. Nos
quadros 4 e 5 estdo listados os agentes infecciosos identificados por PCR em tem real em

suinos e aves, respectivamente.



32

QUADRO 4 - Utilizagao de PCR em tempo real para a detec¢do de agentes infecciosos em

suinos

Agente Infecioso Enfermidade Objetivo
Brachyspira hyodysenteriae Disenteria suina Diagndstico
Lawsonia intracellularis Enteropatia proliferativa suina Diagndstico
Mycoplasma hyopneumoniae Pneumonia enzodtica Diagndstico
Haemophilus parasuis Doenga de Glésser Diagndstico
Actinobacillus pleuropneumoniae Pleuropneumonia suina Diagndstico

QUADRO 5 - Utilizagao de PCR em tempo real para a deteccao de agentes infecciosos em

aves

Agente infeccioso Enfermidade Objetivo
Mycoplasma gallisepticum Micoplasmose avidria Monitoria
Mycoplasma sinoviae Micoplasmose avidria Monitoria
IBV Bronquite Infecciosa das Galinhas ~ Monitoria

2.9 Pesquisa de Salmonella

O isolamento de Salmonella envolve etapas adicionais as técnicas de cultura
convencionais, envolvendo as etapas de pré-enriquecimento, enriquecimento seletivo e
isolamento em meios seletivos — indicadores e ainda a caracterizagao antigénica.

Os monitoramentos internos seguem uma sequéncia diferente das monitorias oficiais
realizadas de acordo com a portaria 126/1995 - Normas de Credenciamento ¢ Monitoramento
de Laboratorios de Diagnostico das Salmoneloses Aviarias (Salmonella Enteritidis,
Salmonella Gallinarum, Sa/monella Pullorum e Salmonella Typhimurium).

A pesquisa de Salmonella no laboratdrio de saude animal ¢ realizada através de uma

adaptacdo da metodologia proposta pela Food and Drugs Administration (FDA - 2014).
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2.9.1 Pré-enriquecimento

O objetivo do pré-enriquecimento ¢ diminuir a injuria nas células de Salmonella
deixando-as em uma condic¢do fisioldgica estavel, sem inativa-las biologicamente e inicia a
partir da hidratagdo da amostra em agua peptonada tamponada a 1% ou caldo brain heart
infusion (BHI) na proporcao de 1:10 (LAZARO et. al., 2008).

Orgaos, gemas e meconios sdo hidratados com caldo BHI, enquanto outros materiais
como propés, ragdes e chiffonetes, sdo hidratados com 4agua peptonada. Apds a hidratagao, as

amostras sdo incubadas a 36£1°C por 18 a 24 horas.

2.9.2 Enriquecimento seletivo

Ap6s diminuir o estresse das células, a segunda etapa visa selecionar as salmonelas,
aumentando sua concentra¢do continuamente e restringindo a proliferagdo de outras bactérias
através de agentes inibitorios adicionados aos meios de cultura seletivos (LAZARO et. al.,
2008).

Os meios de cultura utilizados sdo, o caldo rappaport vassiliadis, o caldo tetrationato e
o meio modified semisolid rappaport vassiliadis (MSRV). Ambos possuem constituintes que
estimulam a seletividade da microbiota acompanhante e o crescimento de Salmonella.

O caldo tetrationato inibe a multiplicagdo de coliformes. Sorovares de Salmonella
(exceto Cholerasuis, Typhisis, Gallinarum e Pullorum) possuem a enzima tetrationato
redutase e, consequentemente sao capazes de multiplicar-se no meio (LAZARO et. al., 2008).

O caldo Rappaport Vassiliadis contém cloreto de magnésio e verde de malaquita e
inibe totalmente o crescimento de micro-organismos competitivos (LAZARO et. al., 2008).

O meio MRSV detecta sorotipos de Salmonella dotados de flagelos, que conferem
motilidade ao micro-organismo, resultando num crescimento caracteristico e de facil
visualizacao (FRANCHIN, 2008). No enriquecimento seletivo a incubacdo passa a ser a 42°C
por 18 a24 horas.  Na figura 1 ¢ possivel verificar a presenca de halo caracteristico de
micro-organismos com motilidade, enquanto na figura 2 ¢é possivel verificar que o

crescimento ocorreu apenas na area de inoculacao.
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FIGURA 1 — Salmonella Enteritidis no agar MSRV (motilidade positiva). Fonte: Regnum Prokaryotae, 2015.

FIGURA 2 — Salmonella Gallinarum no agar MSRV (motilidade negativo). Fonte: Regnum Prokaryotae, 2015.

2.9.3 PCR em tempo real

Em paralelo as etapas de pré-enriquecimento e enriquecimento seletivo, as amostras
de monitoramento interno sdo submetidas a PCR em tempo real. Amostras de frangos de corte
sdo submetidas ao ensaio de PCR em tempo real apds 18 a 24 horas de pré-enriquecimento,
enquanto as amostras provenientes das granjas de matrizes e incubatorios, apos 18 a 24 horas
de enriquecimento seletivo. Amostras positivas passam para andlise bacterioldogica para

isolamento e identificagdo do agente.
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2.9.4 Isolamento em meios seletivos indicadores

Os meios indicadores seletivos permitem a diferenciagdo de Salmonella devido o
aspecto macroscopico das colonias e suas propriedades de inibicdo (LAZARO et. al., 2008).
Através da inoculagdo (a partir do meio de enriquecimento seletivo), busca-se o isolamento e
selecdo das colonias de Salmonella, para posterior identificagdo bioquimica. Sao utilizados o
agar verde brilhante de fenol lactose sacarose (BPLS), com alto poder de seletividade e o dgar
entérico hektoen, com médio poder seletivo (LAZARO et. al., 2008).

Apobs a incubacdo das placas a 37°C por 18 a 24 horas, procede-se a avaliacdo
macroscopica das colonias. A avaliagdo compara as caracteristicas macroscopicas das
amostras com as de um controle positivo para Salmonella.

Na figura 3, visualiza-se o crescimento caracteristico de uma cultura de Sal/monella
Enteritidis em agar hektoen, enquanto na figura 4, observa-se o crescimento de Salmonella sp.
em agar BPLS. Todas as placas com caracteristicas sugestivas de Salmonella sdo

encaminhadas para identificacdo bioquimica.

FIGURA 3 — Cultura de Sa/monella Enteritidis em agar Hektoen. Fonte: Biomedicina Padréo, 2011.

FIGURA 4 — Cultura de Salmonella sp. em agar BPLS. Fonte: Global Salm-Surv, 2003.



36

2.9.5 Identificacio Bioquimica Presuntiva

Através da selecdo de uma coldnia sugestiva de Salmonella, pretende-se chegar a
confirmagdo das propriedades fisiologicas e metabolicas das culturas suspeitas através de
provas bioquimicas.

O 4gar lisina-ferro (LIA) identifica enterobactérias através da reacdo de
descarboxilacdo e desaminagdo da lisina além da produgdo de H,S. A descarboxilacdo ocorre
quando a glicose ¢ fermentada e o acido ¢ neutralizado adquirindo uma coloracdo amarela. A
desaminacdo ¢ evidenciada através da coloracdo vermelha no apice e a produgdo de H2S
através da coloragdo negra na base do tubo (LAZARO et. al., 2008).

O 4gar ferro-agtcar triplo (TSI) diferencia bacilos Gram-negativos com base na
fermentagdo da glicose, sacarose e lactose, producdo de gés e sulfeto de hidrogénio (H»S).
Quando ocorrer fermentacdo da glicose pela bactéria a base torna-se amarelada. Quando
ocorre a fermentagdo da sacarose e da lactose a parte superior do tubo torna-se amarela. A
coloragdo negra na base indica a producdo de H,S, e a formacao de bolhas ou o deslocamento
do agar, a formacao de gas (LAZARO et. al., 2008).

O meio motilidade indol sulfeto (SIM) ¢ um meio semi-sélido usado para a
determinagdo da producdo de indol, H,S e motilidade. O ferro peptonizado e o tiossulfeto de
sodio sdo os indicadores de produg¢do de H,S (precipitado de coloragdo negra). Micro-
organismos com motilidade apresentam um crescimento difuso turvando o meio, enquanto
organismos sem motilidade crescem apenas ao longo da linha de inoculacdo. O indol ¢
detectado pela adi¢do de reagentes quimicos apos o periodo de inoculagao (LAZARO et. al.,
2008).

A hidrolise da uréia ocorre através da enzima urease ¢ a mudanga de coloragdo do
meio ocorrer através da producdo de amonia em quantidade suficiente para elevar o pH do
meio (LAZARO et. al., 2008).

O meio instituto adolfo lutz (IAL) ¢ composto por nove provas bioquimicas em um
tubo de ensaio: presenca de indol, H,S, gés, motilidade, fermentacdo da glicose e sacarose,
fenilalanina desaminase (FD), hidrolise da uréia, descarboxilagdo da lisina (LAZARO et. al.,

2008) conforme ilustragdo na figura 5.
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FIGURA 5 - Imagem demonstrativa do meio IAL. Fonte: Biomedicina Brasil, 2011.

2.9.6 Caracterizacio antigénica

A caracterizacdo antigénica ¢ definida pelo esquema de Kauffmann & White e ¢
efetuada através da reagdo antigeno-anticorpo com consequente aglutinagdo do antigeno
frente ao antissoro especifico para Salmonella através do teste de SAR (LAZARO et. al.,
2008). A caracterizagdo ¢ feita através das reagdes com os grupos, os antigenos somaticos e
flagelares.

A cepa isolada é semeada em agar nutriente inclinado e incubada a 37°C por 18 a 24
horas. Em uma lamina de vidro ¢ adicionado 10 microlitros (pul) de solugdo salina e uma
alcada da bactéria, em seguida ¢ adicionado 10 pl de antissoro polivalente, homogeinizando
através de movimentos rotatorios durante dois minutos até a observacdo de aglutinagdo
(formagdo de grumos). No quadro 6, foram listados os sorovares testados por esse método,
bem como os antigenos utilizados.

Quando for verificado que trata-se de uma amostra de Salmonella Rugosa, procede-se
entdo ao repique em placa de agar nutriente. Apds o crescimento (18 a 24 horas) ¢ selecionada
uma colonia isolada, com aspecto uniforme e o processo para caracterizagdo antigénica ¢
efetuado novamente. Caso a amostra permanega rugosa, ¢ repetido o repique mais uma vez.

O numero de sorovares identificaveis através desse método ¢ limitado aos sorovares

descritos no quadro 6. Para os sorovares que ndo podem ser identificados por esse método a
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empresa conta com um equipamento que possui a capacidade de identificar 102 sorovares de

Salmonella sp. através de sorotificagdo molecular rapida (figura 6).

QUADRO 6 - Caracterizagao antigénica de Salmonella sp.

Sorovares Salina Antigeno Somatico (O)  Grupo Antigenos Flagelares (H)
S. Typhimurium Negativo Positivo B H:i, H;2
S. Heidelberg Negativo Positivo B H:2, Hr
S. Enteritidis Negativo Positivo D H:g, m+H:g, P+tH:M+H:p
S. Mbandaka Negativo Positivo Cl S65 + Hz10
S. Senftenberg Negativo Positivo E4 H6 + HS + HT
S. Minessota Negativo Positivo 0:21 H:b + S65
S. Gallinarum Negativo Positivo D NA
S. Pullorum Negativo Positivo D NA
S. Rugosa Positivo NA NA NA
NA: Nao se aplica.
List of serotypes identified
M AOAC-RI & OIE certified
AOAC-RI certified
W 1,4,[5],12:- Coeln Isangi Muenchen M Senftenberg
Aberdeen Colindale Jangwani Muenster Stanley
Abony Corvallis Javiana Napoli Stourbridge
Adelaide Cubana Kedougou M Newport Telelkebir
M Agona M Derby Kentucky Ohio M Tennessee
Albany M Dublin M Kottbus Oranienburg Thompson
Altona Duisburg Lexington Orion Typhi
M Anatum Eboko Lille Oslo M Typhimurium
Banana M Enteritidis Litchfield Ouakam Urbana
Bareilly Gallinarum Gallinarum Liverpool Panama M Virchow
Berta Gallinarum Pullorum Livingstone Paratyphi A Wandsworth
Blockley Give London M Paratyphi B Weltevreden
Bongori Gloucester Manchester Paratyphi B vJava Worthington
Bovismorbificans Goldcoast Manhattan Paratyphi C Yoruba
Braenderup Grumpensis Matadi Pomona
Brandenburg W Hadar M Mbandaka Poona
M Bredeney Havana Meleagridis Regent
Carrau M Heidelberg Michigan Rissen
Cerro Ibadan Mikawasima Rubislaw
Chandans Idikan Minnesota M Saintpaul
Chester M Indiana Monschaui Sandiego
Choleraesuis M Infantis M Montevideo Schwarzengrund

FIGURA 6 — Lista de sorotipos identificados através de sorotipifica¢do molecular rapida. Fonte: Check& Trace,

2015
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2.9.7 Pesquisa de Salmonella em aves matrizes

A pesquisa de Sal/monella em aves matrizes ¢ efetuada em todos os recebimentos de
matrizes de um dia através da coleta de 10 machos e 10 fémeas; apds a lavagem e
higienizacao dos avidrios através de suabes de arrasto e superficie em no minimo 10 pontos;
nas camas aviarias através da coleta de 50 gramas de amostra mensalmente além de todos os

recebimentos de cargas.

2.9.8 Pesquisa de Salmonella em aves de corte

No recebimento de aves de 1 dia (origem terceiros), a pesquisa de Salmonella ¢é
efetuada através da coleta de no minimo 10 pintos. No pré-alojamento, a pesquisa de
Salmonella ¢ efetuada apos a fermentacdo da cama através de suabes de arrasto e suabes de
superficie de equipamentos (comedouros, bebedouros, ventiladores e telas) ou apds lavagem e
desinfec¢do em todos os aviarios antes do alojamento do novo lote. Instalagdes positivas para
Salmonella nao poderdo ser alojadas antes de obter resultado negativo.

No pré-abate a pesquisa de Salmonella ¢ efetuada na cama do aviario, por meio de
suabes de arrasto em 100% dos lotes. As coletas sdo realizadas entre 22 a 35 dias de idade do
lote. Em caso de positividade, o Servigo de Inspe¢dao Federal da Unidade é informado para
programar abate no final do turno. A cama deve ser trocada ou fermentada e devera ser
efetuado um vazio sanitario de no minimo 10 dias.

Nos veiculos transportadores de frangos, a pesquisa de Salmonella é efetuada por meio
de suabes de superficie ou suabes de arrasto nas gaiolas apds lavagem e higieniza¢do, no
minimo, em um veiculo quinzenalmente. A coleta ¢ efetuada preferencialmente a partir de
lotes que foram positivos para Salmonella em propés pré-abate. Em casos positivos, o
processo de lavagem e desinfec¢do ¢ revisado e ¢ efetuada nova limpeza e sanitizagdo. O

desinfetante pode ser substituido e o monitoramento nas gaiolas ¢ intensificado.
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2.9.9 Pesquisa de Salmonella em Incubatorios

A pesquisa de salmonela no ambiente do incubatdrio ¢ efetuada através de suabes de
arrasto da superficie de equipamentos, instalacdes, nascedouros e sala de incubagdo (pontos
de dificil acesso) mensalmente.

A monitoria consiste em pesquisar Sa/monella em materiais de meconio, ovos bicados,
instalacdes como sala de sexagem, nascedouros, incubadoras, bandejas e caixas de incubagdo,
vacinadoras e triturador. Todas as monitorias de equipamentos sdo realizadas por meio de
suabes de superficie.

A pinteira (veiculo de pintos) e a oveira (veiculo de ovos) sdo monitoradas
mensalmente através de chiffonettes ou suabes de arrasto. A periodicidade das monitorias ¢
mensal, sendo que a cada 3 meses todos os lotes devem ser monitorados enviando amostras de

mecoOnio e ovos bicados para laboratorio externo credenciado pelo MAPA, seguindo o PNSA.

2.10 Pesquisa de Salmonella em suinos

A pesquisa de Salmonella em suinos ¢ efetuada apds a lavagem e desinfec¢do de
granjas e caminhdes quinzenalmente, nas baias e equipamentos no intervalo entre lotes
através de suabes de arrasto e de superficie. Em casos de positividade para Salmonella,
efetua-se uma nova higienizacdo e recoleta com intensificagdo das boas praticas de

biosseguridade.

2.11 Atividades paralelas a rotina do laboratorio

Durante o estagio foram efetuadas algumas visitas as granjas de produtores de suinos
integrados a empresa, com o objetivo de conhecer as medidas de biosseguridade ja
implantadas, os principais desafios das criacdes, as enfermidades mais comuns e o seu

tratamento. Junto com os extensionistas da empresa, foi possivel conhecer as granjas
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multiplicadora e recria das avds e matrizes, unidades produtoras de leitdes (UPLs), crechérios
¢ terminagdes.
Além das visitas as granjas, dois dias de estagio foram destinados a conhecer a fabrica

de ragdes, localizada no municipio de Xanxeré, Santa Catarina.
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3 DISCUSSAO

3.1 Doencgas Associadas ao Circovirus suino (PCVD)

A PCVD ¢ uma enfermidade infectocontagiosa causada pelo circovirus suino tipo 2
(PCV2), presente na maioria dos paises produtores de suinos, incluindo o Brasil. O PCV2 ¢ o
agente etiologico necessario, mas nao suficiente para desencadear PCVD. A natureza ubiqua
do PCV2 faz com que muitos animais estejam infectados em todo mundo, mas apenas uma
parte deles manifeste a doenga (SEGALES; KEKARAINEN; CORTEY; 2013).

A Sindrome de Refugagem Multissistémica (SRM) ou do Definhamento (SMD) ¢ a
mais frequente e importante apresentagdo clinica dessa enfermidade, que desde os surtos
quase simultaneos na Europa e América do Norte na década de 1990, tornou-se uma das mais
importante doengas suinas no mundo, sendo disseminada através da comercializacdo e
movimentagdo de animais assintomaticos (FIRTH, et al. 2009).

O PCV2 pertence a familia Circoviridae, ndo ¢ envelopado, apresenta simetria
icosaédrica e mede 15 a 17 nm, um dos menores virus j& descritos. O genoma, DNA circular
de fita simples, também ¢ um dos menores ja identificados, cerca de 1.76 kb (MORES;
BARCELLOS; ZANELLA; 2007).

O PCV2 pode ser classificado filogeneticamente em 4 gendtipos, PCV2a, PCV2b,
PCV2c¢, PCV2d, sendo o primeiro o mais prevalente antes dos grandes surtos em todo mundo,
enquanto o segundo tornou-se o mais prevalente durante os surtos, at¢ o momento. As
diferengas sequenciais existentes entre 0 PCV2a e o PCV2b estdo diretamente relacionada a
diferengas antigénicas funcionais na neutralizacdo viral in vivo. Essa caracteristica pode afetar
a eficacia de vacinas devido a diferencas na neutralizag¢do cruzada entre diferentes estirpes de
PCV2 (KURTZ, et al. 2014).

Leitdes entre 5 e 12 semanas de idade sdo os mais acometidos. A morbidade e a
mortalidade variam de acordo com a granja, o manejo e a fase em que ocorre. A SEM ¢
considerada um doen¢a multifatorial, onde fatores infecciosos e ndo-infecciosos podem
exacerbar os sinais clinicos e a gravidade da enfermidade. (MORES; BARCELLOS;
ZANELLA, 2007).

Os fatores infecciosos e ndo-infecciosos estdo presentes em maior ou menor grau, na

grande maioria das criagdes e a concomitancia com outras enfermidades agravam ainda mais
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os sinais clinicos. Ja foi constatado a associagdo do PCV2 com Escherichia coli, Brachyspira
hyodisentereae, Lawsonia intracellularis, Salmonella Typhimurium (ZLOTOWSKY, et. al.
2009), Salmonella sp. (SCHWARZ, et al. 2010) e Torque teno virus (RITTERBUSCH, et. al
2011).

A transmissdo pela via oronasal ¢ a mais frequente, mas o contato com as fezes e a
urina de animais infectados, e a transmissao via fomites também ¢ uma importante forma de
transmissdo nas criagdes onde as medidas de biosseguridade ndo sdo rigorosamente seguidas.
A transmissdo vertical pode ocorrer mas nio ¢ tdo importante para a patogénese do PCV2,
devido ao baixo numero de fetos infectados. No entanto, em casos de aborto e fetos
mumificados, deve-se considerar o PCV2 bem como a associagdo do PCV2 ao Parvovirus
suino (PPV), como diagnostico diferencial (PESCADOR, et al. 2007).

Além de suinos domésticos, o mesmo perfil filogenético de PCV2 foi isolado em
javalis no Brasil, no entanto, sdo necessarios mais estudos para verificar se esses animais
atuam como reservatorios para suinos domésticos localizados na mesma éarea geografica
(CASTRO, et al. 2012).

Os sinais clinicos sdo bastante varidveis, mas o emagrecimento ¢ o sinal mais tipico,
geralmente rapido e progressivo (figura 7). Percebe-se ainda dispneia, linfoadenopatia,
palidez, ictericia, diarreia, apatia, anorexia e finalmente caquexia (SEGALES, 2012; MORES;
BARCELLOS; ZANELLA, 2007).

Em criagdes onde o virus esta presente ¢ comum a forma subclinica, onde percebe-se
apenas um aumento varidvel no numero de refugagem. Os animais acometidos ndo
acompanham o desenvolvimento dos demais, ou seja, diminuem o ganho de peso didrio sem
qualquer sinal clinico associado. Nesses animais, ndo sdo observadas lesdes macroscopicas e
as lesdes microscopicas sdo inexistentes ou caracterizadas apenas por uma leve diminui¢do

linfocitaria com inflamagdo granulomatosa nos tecidos linfoides (SEGALES, 2012).
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FIGURA 7: Diferenca entre escores corporais em animais do mesmo lote, sugestivo de SRM — Fonte: a autora.

As lesdes macroscopicas mais comumente associadas ao PCV2 incluem hipertrofia
dos linfonodos, pulmdo nio colabado com areas de hepatizacdo vermelha, figado com areas
descoloridas e pontos brancacentos nos animais ictéricos, pontos multifocais brancacentos na
superficie e no parénquima renal, lesdes cutaneas caracterizadas por manchas avermelhadas e
arredondadas de tamanho variavel, polisserosite e colite. Quando presente em UPLs leva a
falhas reprodutivas: abortos, fetos mumificados e natimortos, aumento no numero de
nascimentos de leitdes fracos e de mortalidade pré-desmame (MORES; BARCELLOS;
ZANELLA, 2007).

As lesdes microscopicas mais evidentes sdo as presentes no tecido linfoéide, no pulmao
e nos rins. O pulmdo encontra-se ndo colabado devido a proliferacdo de células septais e
infiltracdo de linfocitos e histiocitos que levam ao espessamento da parede alveolar. Nos
linfonodos ocorre perda da arquitetura tecidual, deplecdo linfoide, necrose e infiltragdo de
histiécitos. Os rins apresentam areas focais de nefrite e glomerulonefrite (MORES;
BARCELLOS; ZANELLA, 2007).

O diagnostico de PDCV deve ser baseado na associa¢do entre os sinais clinicos, as
lesdes macroscopicas e microscopicas € a deteccdo de altas quantidades do antigeno viral ou
de DNA nas lesdes. Entre as técnicas laboratoriais mais utilizadas para o diagnéstico estdo, a
hibridizacao in situ (HIS) e imunohistoquimica (IHQ) (CHAE, 2004).

Testes sorologicos como ELISA ndo sdo recomendados para o diagnostico da doenga,
mas sdo efetuados para o estudo de soroprevaléncia nas criagdes (MORES; BARCELLOS;
ZANELLA, 2007).
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O controle da PCDV ¢ bastante complexo, mas as principais medidas adotadas no
campo sdo baseadas nos “20 pontos de Madec” (MADEC, et al. 2000). Nas maternidades: 1 —
Dar preferéncia ao sistema "all in, all out" e eliminar todos os dejetos incluindo as canaletas
entre lotes; 2 — Antes do parto, efetuar higienizagdo nas porcas e vermifugar; 3 — Evitar os
reagrupamentos de leitdes na maternidade, se possivel s6 efetuar trocas nas primeiras horas
apos o parto.

Nos crecharios: 4 - Dar preferéncia para baias ou gaiolas pequenas, com divisorias
resistentes; 5 - Dar preferéncia ao sistema "all in, all out" e eliminar todos os dejetos
incluindo as canaletas entre lotes; 6 - Ajustar a lotagdo para niveis iguais ou menores que 0,33
m? por leitdo; 7 - Ajustar o espago dos cochos para valores acima de 7 cm por leitdo; 8 -
Manter a qualidade do ar, com niveis de amonia (NH3) abaixo de 10 ppm, didxido de carbono
(CO,) abaixo de 0,1% e umidade do ar abaixo de 85%; 9 - Controlar a temperatura ambiental,;
10 - Evitar misturar leitdes de diferentes origens no periodo de permanéncia nas creches.

Na fase de terminagdo: 11 - Dar preferéncia para baias ou gaiolas pequenas, com
divisorias resistentes; 12 - Dar preferéncia ao sistema "all in, all out" e eliminar todos os
dejetos incluindo as canaletas entre lotes; 13 - Nao misturar leitdes de diferentes origens
durante o periodo de permanéncia nas recrias; 14 - Nao misturar leitdes de diferentes origens
durante o periodo de permanéncia nas terminagdes; 15 - Ajustar a lotacdo para um espago
acima de 0,75 m? por leitdo; 16 - Manter a qualidade do ar e o controle da temperatura
ambiental; 17 - Utilizar um programa de vacinagdo com base no desafio sanitario da criacdo;
18 — Controlar o fluxo de ar e de animais nos galpdes; 19 — Para os manejos de corte de
dentes, cauda, injecdes e outros manter a higiene e boas praticas; 20 — Animais doentes
devem ser tratados em baias hospital, isoladas das demais assim que iniciarem os sinais
clinicos ou ainda serem eutanasiados.

Nas maternidades, o reagrupamento de leitdes ¢ uma pratica comum que dificilmente
fica restrita apenas as primeiras 24 horas apds o nascimento dos leitdes. As leitoas de
reposi¢cdo apesar de ficarem em baias separadas, com a presenca de uma fémea descarte para
serem imunoestimuladas, ndo passam por uma quarentena antes de serem agregadas ao
plantel. De acordo com Monroy et al. (2014), porcas nuliparas podem estar infectadas com
PCV2 antes de entrar nas granjas de criagdo e podem ser infectadas por transmissdao
horizontal durante a quarentena e a gravidez. A exposi¢do e infec¢do viral durante a gestacao
pode resultar em infec¢@o subclinica de leitdes recém-nascidos.

A idade e o peso ao desmame varia de acordo com o manejo adotado em cada granja,

mas de maneira geral sio desmamados animais em grupos desde 21 até 32 dias idade e com
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um peso que varia de 4 até 12 kg. Leitdes mais pesados, acima de 6,7 kg ao desmame
desenvolvem melhor durante a fase de creche (KUMMER, et al. 2009).

Nos crecharios, a qualidade do ar, em varios casos ndo ¢ mantida, principalmente nas
épocas mais frias do ano, quando os gastos para a manutengdo da temperatura sdo mais altos.
Opta-se erroneamente por reduzir o manejo das cortinas, ndo renovando o ar de maneira
eficaz, para manter a temperatura por mais tempo a um custo mais baixo. Segundo Kummer
et al. (2009), o manejo das cortinas € essencial para manter a temperatura do ar adequada e
permitir a renovagao do ar.

Nos crecharios e nas terminagdes a mistura de diferentes lotes ¢ comum também, pois
sdo recebidos animais de diferentes origens e com grande variabilidade de peso. Para a correta
classificagdo, e para o arragoamento adequado, faz-se entdo uma divisdo com base no
tamanho e no peso desses animais. De acordo com Kummer et al. (2009) conforme aumenta o
numero de origens, aumenta o risco do desenvolvimento de doengas.

A maior parte dos trabalhadores das granjas compreendem a importancia da limpeza,
desinfec¢do e vazio sanitdrio, no entanto, muitas vezes ndo dispdem de tempo habil entre a
saida e a chegada de um novo lote de animais. Recentemente, Jacques et al. (2015)
demonstrou a persisténcia de importantes patdogenos suinos, entre eles o PCV2 em biofilmes
bacterianos por varios dias.

O uso de vacina inativada contra PCV2 nas leitoas e porcas antes da cobertura, esta
disseminado em praticamente todas as UPLs e protege passivamente os leitdes via colostro,
diminuindo os sinais clinicos e lesdes provocadas pelo PCV2. Além disso, observa-se uma
diminui¢do na mortalidade e nimero de animais refugos, melhora no ganho de peso didrio, na
taxa de conversdo alimentar. A vacina ainda atua na preven¢do de abortos, no aumento na
taxa de fertilidade ¢ na redugado de retornos ao estro em matrizes e leitoas (SEGALES, 2015).

Por outro lado, uma nova estirpe do PCV2 foi isolada em cria¢des no sudeste do Brasil
apos um surto de SEM em setembro de 2013, onde todos os animais haviam sido vacinados,
indicando, dessa forma uma falha da vacina que at¢é o momento ndo havia sido descrita no
Brasil (SALGADO, et al. 2014).

A infec¢do dos rebanhos suinos pelo PCV2 ainda ¢ muito frequente no Brasil, mesmo
nas populagdes vacinadas, por esse motivo tém sido sugerido que o virus possa estar passando
por uma evolucao filogenética, considerando a sua capacidade de mutacdo e uma possivel

modulagio promovida pela vacina (SEGALES; KEKARAINEN, 2015).
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Diante desse contexto, mais estudos sobre o PCV2 sdo necessarios para controlar
PCDV, uma vez que se trata de uma enfermidade multifatorial, que culmina com prejuizos

econdmicos importantes na suinocultura.

3.2 Importancia do controle de Salmonella na cadeia produtiva de aves

A qualidade e a seguranga dos produtos de origem animal ¢ mantida gragas a
programas de seguranca alimentar que devem proporcionar um controle efetivo em toda
cadeia alimentar que envolve desde a criacdo dos animais até a distribui¢do dos alimentos
(SANTOS, et al. 2013).

O objetivo desses programas ¢ aumentar a seguranga ¢ a qualidade dos produtos
produzidos, preparando o mercado produtor do Brasil para atender as exigéncias dos
importadores, aumentando ainda mais as exportagdes (CARDOSO; TESSARI, 2008).

A utilizagdo dos programas de Boas Praticas de Producao (BPP) e a Anélise dos
Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) foi estabelecida no Brasil através da Portaria
n° 1428/93 e tem como objetivo principal estabelecer as orientagdes necessarias que permitem
executar as atividades de inspe¢do sanitiria, de forma a avaliar as Boas Praticas para a
obtencdo de padroes de identidade e qualidade de produtos e servigcos na area de alimentos
com vistas a protecao da satde da populagdo. O Programa BPP ¢ utilizado para inspecionar a
producdo através de condig¢des sanitdrias adequadas enquanto o Programa de APPCC
identifica perigos potenciais tanto quimicos, quanto fisicos e microbioldgicos e determina
acOes para garantir a inocuidade dos alimentos (CARDOSO; TESSARI, 2008).

Em 1963, foi criado um forum internacional de normatizacdo do comércio de
alimentos estabelecido pela Organizacdo das Nagdes Unidas (ONU), por ato da Organizagdo
para a Agricultura e Alimentagdo (FAO) e Organizagdo Mundial de Satde (OMS), o Codex
Alimentarius (MAPA, 2015).

O Codex Alimentarius abrange os principais alimentos, sejam estes processados,
semiprocessados ou crus. Também trata de substancias e produtos usados na elaboragdo de
alimentos. Suas diretrizes referem-se aos aspectos de higiene e propriedades nutricionais dos
alimentos, abrangendo o cdédigo de pratica e normas de aditivos alimentares, pesticidas,
residuos de medicamentos veterinarios, substancias contaminantes, rotulagem, classificacao,

métodos de amostragem e andlise de riscos (MAPA, 2015).
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O comit¢ do Codex Alimentarius no Brasil tém como principal atividade a
participagdo e a defesa dos interesses nacionais nos comités internacionais e a
responsabilidade de observar as normas do Codex Alimentarius como referéncia para a
elaboracdo e atualizacdo da legislacdo e regulamentagdo nacional de alimentos (MAPA,
2015).

A presenga de Salmonella nos produtos alimenticios derivados de aves desempenha
um papel importante na satde publica, quando se trata de toxinfecgdes alimentares
(enfermidades causadas pela ingestdo de alimentos contaminados por micro-organismos e
suas substancias toxicas). Nesse contexto, o controle de Salmonella em toda a cadeia de
producdo ¢ muito importante para garantir a inocuidade do produto que chega aos
consumidores. Nos Estados Unidos (EUA), estima-se que anualmente as Salmonellas
paratificas acometem 1.000.000 de pessoas, sendo que 19.000 necessitam de hospitalizagao e
380 vem a 6bito, apenas nos Estados Unidos (CDC, 2012).

Acredita-se que a ocorréncia de Salmonelose (grupo de doengas causadas por qualquer
membro do género Sal/monella) na populacao humana ¢ subestimada ja que a maior parte dos
quadros de gastroenterite ocorre sem a necessidade de hospitalizagdes e sem o isolamento do
agente causal no alimento incriminado (SANTOS; NASCIMENTO; FLORES, 2002).

O género Salmonella é o mais relevante da familia Enterobacteriaceae e ¢ dividido em
duas espécies: Salmonella enterica e Salmonella bongori. Salmonella enterica é subdividida
em seis subespécies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica. Cada
subespécie apresenta diferentes sorovares, totalizando 2.610, com base na caracterizagdo de
seus antigenos somaticos (O) e flagelares (H) e de acordo com a espécie e subespécie tendo a
seguinte distribui¢do: Salmonella enterica subspécie enterica (1.547 sorovares); Salmonella
enterica subspécie salamae (513); Sa/monella enterica subspécie arizonae (100); Salmonella
enterica subspécie diarizonae (341); Salmonella enterica subspécie houtenae (73); Salmonella
enterica subspécie indica (13); Salmonella bongori (23) (GUIBOURDENCHE, et al. 2010).

As salmonelas sdo bacilos, Gram-negativos, anaerdbios facultativos, ndo formadores
de esporos, que possuem flagelos (com excecdo da Salmonella Pullorum e Salmonella
Gallinarum), catalase positivos, oxidase negativos, redutores de nitrato a nitrito, que
fermentam agucares e descarboxilam aminoacidos. Possuem varios fatores de viruléncia como
antigenos de superficie, fatores que permitem a invasividade, a produgdo de endotoxinas,
citotoxinas e enterotoxinas. O papel de cada um desses fatores na patogenia das infecg¢des

varia de acordo com o sorovar (QUINN, et al. 2005).
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As infec¢des causadas em aves sdo classificadas em trés tipos: pulorose (Salmonella
Pullorum), tifo avidrio (Salmonella Gallinarum), ambas espécie-especificas de aves e paratifo
avidrio, causado por qualquer outra salmonela que nao a Sa/monella Pullorum e a Salmonella
Gallinarum. Os dois primeiros sorovares determinam sérios prejuizos a producdo avicola e
ndo se relacionam com a doenca em humanos. As Sal/monellas paratificas contrapdem essa
caracteristica, sendo responsaveis por graves surtos de doenga gastrintestinal em humanos
(ANDREATTI, 2006).

As Salmonellas paratificas atravessam a camada epitelial intestinal e alcancam a
lamina prépria (camada na qual as células epiteliais estdo ancoradas), onde proliferam. Sdo
fagocitadas pelos mondcitos e macrofagos, resultando em resposta inflamatoria, decorrente da
hiperatividade do sistema reticuloendotelial. Ao contrario do que ocorre na febre tifoide, nas
enterocolites, a penetracdo de Salmonella spp. fica limitada a 1amina propria (SHINOHARA,
et al. 2008).

As Salmonellas que ndo sdo espécie-especificas, possuem a capacidade de colonizar o
trato gastrintestinal de diferentes espécies. Nos homens desenvolvem um quadro de infec¢ao
gastrointestinal, tendo como sintomas dores abdominais, diarréia, febre baixa e vomito, sendo
raros os casos clinicos fatais. Os sintomas aparecem entre 12 a 36 horas, podendo perdurar até
72 horas. Trata-se da manifestacdo mais comum de infeccdo por Salmonella e o episddio
geralmente sofre resolugdo em dois a trés dias, ndo necessitando de tratamento com
antibioticos (SHINOHARA, et al. 2008). Nas aves, elas tem a capacidade de persistir no
intestino, entrar na corrente sanguinea e chegar em diferentes Orgdos, facilitando a
contaminacdo da carcagca e dos ovos, sem provocar sinais clinicos. Troxell et al. (2015)
demonstraram recentemente que parametros fisioldgicos, como a temperatura corporal,
podem ter um papel significativo na expressao da viruléncia, justificando assim a auséncia de
sinais clinicos em aves se comparados a mamiferos.

As aves jovens sdo mais suscetiveis a colonizagdo intestinal por Salmonella spp. pois
apresentam baixa imunidade e uma microbiota intestinal reduzida. Os sinais clinicos variam
de acordo com o grau de exposi¢do e pela viruléncia da amostra. Diarreia profusa, cegueira,
claudicacdo, apatia, penas arrepiadas e asas caidas s3o sinais que podem estar presentes em
aves jovens infectadas, mas raramente sdo observados em aves adultas (ANDREATTI, 2006).

De acordo com o CDC (2014) os sorotipos que mais causam a infec¢do em humanos
sdo Enteritidis, Typhimurium, Newport e Javiana. Estes sorotipos sdo responsaveis por cerca

de metade de todas as culturas isoladas nos laboratorios de satde publica.
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No Brasil, a Salmonella Enteritidis ¢ a mais prevalente (CARDOSO et al. 2015) e os
surtos de toxinfeccdes alimentarias geralmente estdo associados ao consumo de alimentos
contendo carne e ovos contaminados (THOMAS et al. 2009).

Segundo Humphrey (2004) para causar gastroenterite em humanos saudéaveis, a dose
infectante de Salmonella oscila entre 10x10° a 10x10® UFC, embora ja tenham sido relatados
salmoneloses com doses infectantes bem menores, entre 1 - 10 UFC.

A salmonelose ¢ a doenca bacteriana de maior impacto econdmico na avicultura
brasileira e mundial devido ao paratifo aviario que engloba sorovares ubiquitdrias, com varias
possibilidades de contaminagdo e transmissdo dentro dos plantéis avicolas (ANDREATTI,
2009), por esse motivo a salmonelose ¢ um fator limitante a criagdo de aves quando criadas
sem um programa especifico de controle.

Diante disso foi criado o PNSA, que define normas para o monitoramento das
salmoneloses em estabelecimentos avicolas de comercializagdo nacional e internacional,
destinados a reproducdo e producdo de aves e ovos férteis. Os estabelecimentos sdo
certificados como livres de Salmonella Gallinarum, Sa/monella Pullorum e livre/controlado
para Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhimurium (AVICULTURA INDUSTRIAL,
2009).

O controle dos plantéis reprodutores, o0 monitoramento microbioldgico da ragdo e dos
insumos de origem animal, bem como do ambiente em que as aves sdo criadas, ¢ essencial
para evitar a dissemina¢do do agente (CARDOSO; TESSARI, 2008).

De acordo com estudo da faculdade de medicina veterinaria e zootecnia (FMVZ),
demonstrado na tabela 2, a andlise de diferentes materiais (entre os quais incluem matriz
pesada, poedeira, frango de corte, racdo, cama, farinha de origem animal entre outros),
revelou alta incidéncia de Salmonella spp. além de posicionar o sorovar Enteritidis como o

mais prevalente.
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TABELA 2 — Sorovares de Salmonella isolados pelo laboratorio de ornitopatologia da FMVZ

— Unesp - Botucatu

Sorovares Matriz Poedeira Frango Carcaca de Ragdo Cama Farvlnha Total %
pesada de Corte frango animal

Enteritidis 3 5 25 1 - - - 34 46,6
Anatum - - - - - - 5 5 6,8
Mbandaka - - 3 - - 1 - 4 5,5
Senftenberg - - - 1 - - 3 4 5,5
Montevideo - - - - - - 4 4 5,5
Cubana 1 - 1 - - - 1 3 4,1
Bredeney - - - - 1 - 1 2 2,7
Agona - - - - - - 2 2 2,7
Pullorum - 2 - - - - 2 2,7
Rugosa - 1 1 - - - - 2 2,7
Dublin - - - 1 - - - 1 1,4
Outros - - - - - - 10 10 14
Total 4 8 30 3 1 1 26 73 -
% 5,5 11 41 4,1 1,4 1,4 35,6 - 100

Fonte: ANDREATTI, et al. 2001.

Em cria¢des industriais, as aves e seus produtos estdo expostos a Salmonella spp. em
todas as fases de criacdo o que torna o controle da enfermidade extremamente dificil e
oneroso. Para um controle eficiente ¢ preciso compreender como a disseminag¢do ocorre €
assim estipular medidas de controle (ANDREATTI, 2006).

Uma vez nas granjas, o contato entre os animais facilita a transmissdo horizontal, pela
agua, fezes, racdes, fomites e as pessoas que trabalham no local. Animais domésticos e
silvestres que possam ter contato com as aves também sao potenciais disseminadores. Matéria
organica ¢ umidade constituem nichos onde diversos sorotipos podem sobreviver e se
multiplicar por periodos prolongados (BRADEN, 2006). Os roedores merecem aten¢ao
redobrada ja que a incidéncia de ratos contaminados ¢ alta em lotes positivos, o que nao
ocorre em granjas negativas (ANDREATTI, 2006).

A detecgdo rapida e eficaz de lotes de aves infectados por Salmonella spp. tornou-se
fundamental para reduzir a frequéncia da transmissdo entre os lotes de aves e aos
consumidores de produtos avicolas. O diagnostico definitivo ¢ realizado através do
isolamento e identificacdo da bactéria (ANDREATTI, 2009).

A erradicacdo das Salmonellas paratificas nas criagdes de aves ¢ praticamente
impossivel no atual contexto. A grande variedade de possibilidades de contaminacdo
existentes, tornam os controles dificeis e onerosos, porém extremamente necessarios. Em
2013 a incidéncia das infec¢des provocadas por Salmonellas, diminuiu 9% em comparagdo

aos anos de 2010 a 2012 nos EUA (CDC, 2014).
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No incubatdrio, o monitoramento deve ser rigorosamente seguido através da exposicao
de placas e suabes de arrasto nos diversos ambientes, além de andlises de todos os residuos,
caixa de transporte de pintos, suabes cloacais, exames de fezes, ovos bicados e meconio. O
controle de roedores deve ser efetuado em todos os tipos de criacdes através da limpeza dos
arredores dos nticleos juntamente com o uso de rodenticidas. Os insetos também devem ser
controlados periodicamente (SONCINI, 2004).

A qualidade da matéria-prima utilizada para a fabricacdo das racdes deve ser
rigorosamente avaliada, evitando as contaminadas com Sa/monella spp.. Dar preferencia a
racdes vegetais para as aves reprodutoras e que sdo tratadas por calor através do processo de
peletizacao (SONCINI, 2004).

A utilizagdo dos residuos derivados da produgdo avicola, como farinhas de visceras,
sangue, penas, carne € 0ssos constitui uma alternativa economicamente viavel na formulagao
de ragdes, no entanto, a contaminagdo com Salmonella sp. nesses ingredientes de ragdes €
importante e gera riscos a saude publica (CARDOZO, 2011). Por esse motivo, a exclusdo de
subprodutos avicolas como matéria-prima para fabricacdo de racdo tém sido praticada. Além
disso, amostras de Sal/monella spp. originarias de aves podem ser mais prejudiciais as aves se
comparadas a amostras originadas de outras espécies, devido a maior adaptagao ao hospedeiro
(ANDREATTI, 2009).

As Salmonellas sdo sensiveis ao calor, uma vez que nao resistem a temperaturas entre
55 e 62 °C (JUNEJA; EBLEN; RANSOM, 2001). A temperatura ¢ o tempo de tratamento
durante a peletizagdo funcionam como potentes antibacterianos. O tratamento por 30
segundos a temperatura de 80 °C ¢ suficiente para inativar os principais micro-organismos
patogénicos exceto quando houver uma taxa bacteriana extremamente alta (EFSA, 2008).

A utilizagdo de antibidticos de maneira preventiva, t€ém sido largamente utilizada no
controle de Salmonella, diminuindo a mortalidade porém sem eliminar totalmente a infec¢ao,
levando ao desenvolvimento de aves portadoras que excretam ativamente a bactéria através
das fezes. Os principais antimicrobianos utilizados sdo as sulfonamidas, penicilinas,
polipeptideos, lincosamidas, cefalosporinas e quinolonas. No entanto, essa pratica tém sido
apontada como uma das causas da resisténcia antimicrobiana. Minharro et al. (2015)
demonstraram que a maioria dos sorovares de Salmonella foram resistentes para o grupo de
sulfonamidas (sulfametoxazol e sulfonamida) e beta-lactimicos (amoxicilina / 4cido
clavulanico).

Ap0s a proibi¢do do uso de diversas moléculas antibidticas na Unido Européia através

da EC n. 1831/2003 tem-se observado um aumentado na busca por alternativas para melhorar
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o desempenho dos animais, diminuir a contamina¢do das aves e das carcacas por bactérias

patogénicas, sem deixar residuos nocivos que possam causar problemas de saude aos

consumidores finais da carne de frango. Enzimas, extratos de plantas, 6leos, 4cidos orgénicos,

prebidticos, probiodticos e suas associagdes estdo entre compostos mais estudados.

Diversos estudos tem demonstrado a acdo benéfica de probidticos na alimentagdo de

aves, conforme pode ser observado no quadro 9:

QUADRO 7 — Acao dos probidticos sobre Salmonella sp.

Probidtico

Desafio

Efeito

Bacillus cereus var Toyoi

Lactobacillus spp.

(11espécies)

Lactobacillus casei

Lactobacillus rhamnosus e

Lactobacillus.reuteri

Lactobacillus casei,
Lactobacillus delbrueckii,
Lactobacillus fermentum;
Lactobacillus spp.

(11 espécies)

Aviguard®, Saccharomyces
cereviseae e Pediococcus

acidilactici

10* Salmonella Enteritidis

10* Salmonella Enteritidis

10® Salmonella Typhimurium

Salmonella Thphimurium

10* Salmonella Enteritidis

Salmonella spp. proveniente

do incubatorio

Aumento do ganho de peso e conversio
Reducdo de 100% na presenca de SE.
Redugédo da recuperagdo de SE 24 horas pos
tratamento;

Reducdo da presenca de SE em tratamento
via cloacal.

Reducdo da contagem de ST em baco,
intestino e figado;

Redugdo na infiltragdo de neutrofilos;
Aumento da atividade fagocitica de
macrofagos;

Aumento de IgA no intestino.

Redugdo de 99% da viabilidade de ST em
pH 4,5 e microaerofilia;

Redugdo de 20% de ST em pH7,5 ¢

microaerofilia.

Redugdo de SE em aves tratadas por 24
horas, uma hora p6s-inoculagao;
Reducdo de SE em aves tratadas 24 horas

pré-inoculag@o.

Reducdo da contaminag@o no corpo da

ave, na carcaga e no ceco.

Fonte: adaptado de KURITZA, WESTPHAL, SANTIN, 2014.
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Apesar do desconhecimento de todos os mecanismos de acdo dos probiodticos ¢
evidente que a sua utilizagdo na avicultura € benéfica, tanto no controle de Sa/monella, quanto
como melhorador de desempenho (SILVA; ANDREATTI, 2000).

A vacinagdo de reprodutoras também ¢ um método eficiente auxiliar no controle de
Salmonella, porém essa medida ndo substitui nenhuma das outras estratégias de controle, uma
vez que previne a manifesta¢do clinica, mas ainda pode ocorrer a infec¢do e a eliminagdo de
Salmonella (SONCINI, 2004).

O controle de Salmonella ¢ um desafio para a satide publica e para a industria avicola,
por esse motivo as medidas de biosseguridade devem ser implantadas e vistoriadas em toda
cadeia produtiva uma vez que, animais portadores sdo fatores epidemiologicos importantes,
devido a auséncia de sinais e a dificuldade técnica em detecta-los antes ou durante a inspecao
sanitaria das aves. Além disso, mais estudos sdo necessarios acerca da epidemiologia da

Salmonella e sua prevaléncia nos ambientes de produgao.
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4 CONCLUSOES

O estagio curricular supervisionado em Medicina Veterinaria proporcionou uma ampla
visdo sobre a importancia do controle sanitdrio tanto na avicultura quanto na suinocultura. A
partir das atividades acompanhadas foi possivel formar opinides criticas perante as
enfermidades de maior prevaléncia, enfatizando a importancia do diagnostico definitivo e a
associacdo desse com a realidade vivenciada no campo.

Dessa forma, é possivel concluir também que os conhecimentos tedrico e pratico

adquiridos no estagio supervisionado foram fundamentais para a capacita¢ao profissional.
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